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re nyitott lelkesedésével és széleskörű érdeklődésével olyan jól ismert fizikai megoldások
használatára buzdított az egészségügyi témák feltérképezésénél, melyek új perspektívába
helyezik a nagyon is aktuális problémákat. Egyéni látásmódja számomra is megkérdője-
lezhetetlenné tette, hogy az ilyen komplex kérdésekre csak interdiszciplináris eszköztárral
találhatjuk meg a választ.
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AZ ÉRTEKEZÉS CÉLKITŰZÉSEI ÉS MOTIVÁCIÓI
Disszertációm elsődleges célja a manapság méltón népszerű koncepció, a személyre
szabott gyógyászat módszereinek és jövőbeli lehetőségeinek áttekintése a teljesség igénye
nélkül. Az utóbbi egy-két évtized alatt a DNS-szekvenálási technikák rohamos fejlődésen
estek át, így hatalmas felhalmozódott adatmennyiség áll a genetikai témájú vizsgálódások
rendelkezésére. Emellett az onkológia az egészségügy egyik legaktívabban kutatott ága,
évente újabb és újabb gyógyszerek jelennek meg, melyeket a páciensek egyre specifiku-
sabb csoportjaira optimalizálnak.
Mindez a rendkívüli mennyiségű adat feldolgozása azonban elengedhetetlenné teszi
a különböző tudományágak összefogását. Hagyományos biológiai eszköztárral lehetet-
len egy kb. 1011 karakterből álló, különféle zajokkal terhelt szövegből orvosilag releváns
következtetéseket levonni. A fizikusi látásmód ezekben az esetekben nagy előnyt jelent,
hiszen a statisztikus és valószínűségszámítási modellek, mint például a bayesi analízis,
a Fisher-féle egzakt teszt, a χ2-teszt, az adatok információtartalmának és entrópiájának
mérése, továbbá a dimenzióredukció mátrixok faktorizálása vagy főkomponens-analízis
útján, mind olyan módszerek, melyek adattípustól függetlenül alkalmazhatóak tetszőleges
„big data” analízis során.
Az értekezésben tehát főként a fizikusi módszertan bemutatására törekszünk egy lát-
szólag távolinak tűnő tudományterület keretein belül, a legáltalánosabb biomarkerek vizs-
gálatán át haladva a konkrét genomi eltérések hatásainak feltérképezéséig. Egy fejezet
erejéig emellett kitérünk a populáció-szintű genomikai statisztikák környezeti mintákból
való kinyerésének lehetőségére és előnyeire is.
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A SZEMÉLYRE SZABOTT GYÓGYÁSZAT
A SZEMÉLYRE SZABOTT GYÓGYÁSZAT FOGALMA ÉS JELENTŐSÉGE
A személyre szabott gyógyászat a hagyományos, kollektív („one-size-fits-all”) gyógy-
módok helyett olyan terápiás megoldásokat helyez előtérbe, melyek az adott páciens egyéni
tulajdonságaihoz és igényeihez lettek optimalizálva, ezáltal elősegítve, hogy a betegeket a
számukra biztonságos és hatásos kezeléseknek vessék csak alá, minimalizálva a kellemet-
len mellékhatásokat. [1]
Egy egyén „tulajdonságai” alatt az őt jellemző genetikai, környezeti és klinikai infor-
mációk összességét értjük, melyek együttes figyelembevételével a kezelések precízen test-
reszabhatóvá válnak. A páciensek ilyen jellegű stratifikációját elsősorban a DNS szekven-
álás napjainkban történő rohamos fejlődése teszi lehetővé. [2] A szekvenálási módszerek
és technikák a teljes humán genom legelső 2001-es publikálása [3] óta évről évre egyre
olcsóbbá [4] és hatékonyabbá [5] válnak, így a genetikai tesztek napjainkra az orvosi rutin
részét képezik [6]. Azok a jellegzetességek, melyek megléte (vagy hiánya) egy egyénben
korrelál egy adott betegség megjelenésének kockázatával, a betegség lefolyásának súlyos-
ságával, illetve a különböző kezelések hatékonyságával, felhasználhatóak ún. biomarker-
ként [7]. Ezek vizsgálatával egyrészt nagyon korai stádiumban detektálhatóak a kialakulni
kezdő betegségek, mely jelentősen segíti a prevenciós törekvéseket, másrészt a már kiala-
kult betegség esetében jóslás tehető annak hosszútávú következményeire és a különböző
terápiás szerek eredményességére [1].
EDDIGI EREDMÉNYEK
A jelenleg folyó biológiai és klinikai kutatások számottevő hányada különböző biomar-
kerek azonosításával és klinikai fontosságuk felderítésével foglalkozik. Ezek sokrétűségé-
nek szemléltetésére az alábbiakban néhány olyan példát mutatunk be, melyek a páciensek-
ről elérhető különböző szintű információk kiaknázásán alapulnak.
Köztudott, hogy a tüdőrákok túlnyomó többsége a dohányzás következményének tud-
ható be: a férfiak esetében a tüdődaganatos páciensek 90%-a, míg a nőknél 70-80%-a aktív
vagy leszokott dohányos [8]. A nem dohányzókhoz képest a dohányzók esetében 30-szor
nagyobb a tüdőrák kialakulásának kockázata. Ez az adat arra enged következtetni, hogy a
dohányosok körében érdemes az átlagosnál gyakoribb tüdőszűrési vizsgálatokat végezni,
hogy a korai diagnózissal a betegség kezelése minél hamarabb megkezdődhessen. Hagyo-
mányos értelemben véve a dohányzást éppen a kézenfekvősége miatt nem tekintjük valódi
biomarkernek, de a példa jól illusztrálja, hogy a betegek egyéni körülményeinek figyelem-
bevétele elengedhetetlen a diagnosztika és a terápia során.
Sokkal részletesebb információk nyerhetők a tumor és környékének immunhisztokémi-
ai vizsgálatával. Az 1990-es évek kutatásai megmutatták, hogy azon sejtek, melyek bizo-
nyos fehérjéket hordoznak a felszínükön, el tudják kerülni az immunrendszer támadásait
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[9] [10]. A mechanizmus az immunrendszer normális működéséhez elengedhetetlen: ez
óvja meg a szervezetet attól, hogy saját sejtjeit megtámadja, illetve elpusztítsa, azaz az au-
toimmun betegségektől. A 2000-es évek elejére felfedezték a PD-L1 fehérjét [11], melyet
a daganatos sejtek jelentős hányada - gyakran ráktípustól függetlenül - a felületén hordoz,
melynek segítségével kijátssza az őt potenciálisan megtámadó T-sejteket. A T-sejtek túl-
zott aktivitásának gátlásáért több útvonal is felel, ezek egyike a PD-1:PD-L1 tengely, mely
a perifériás szövetben (így például a daganatban is) az immuntoleranciáért felel. Amennyi-
ben a T-sejtek felületén megjelenő PD-1 fehérje összekapcsolódik PD-L1 ligandumával,
a tumorsejtek apoptózisa gátlódik. Ennek a ténynek a felismerése ígéretes terápiás mód-
szerek kifejlesztését tette lehetővé: az ún. immunellenőrzőpont-gátló szerek egy csoportja
a T-, illetve egyéb immunsejteken megjelenő PD-1, vagy a tumorsejtek PD-L1 fehérjéjé-
nek blokkolásával megakadályozza a immunrendszer mesterséges gátlását, így újraindítja
a tumorellenes immunválaszt. Az immunterápia a hagyományos, agresszív kemoterápi-
ás kezelésekkel szemben jóval kevésbé toxikus és gyakran hatékonyabb is, elsősorban az
előrehaladottabb daganatok esetében. Természetesen ahhoz, hogy a PD-1:PD-L1 tengely
blokkolása valódi eredményre vezessen, elengedhetetlen, hogy a daganatsejtek ténylege-
sen ezt a mechanizmust használják a mesterséges immuntolerancia biztosításához, vagyis
a tumorsejteknek jelentős mértékben expresszálniuk kell a PD-L1 fehérjét. Ezáltal a PD-
L1 pozitivitás kvantitatív mérésével az immunterápia sikeressége jósolható lesz különböző
páciensek esetén. A PD-L1 expresszió immunhisztokémiával meghatározott értéke, mint
klinikai paraméter ún. prediktív biomarkere a PD-1 és PD-L1 gátló szerek eredményes-
ségének. Az immunellenőrzőpont-gátló szereket többféle szolid tumor (melanóma, nem
kissejtes tüdőrák, urotelsejtes rák, vesesejtes rák, fej-nyaki laphámsejtes rák) és hematoló-
giai daganat (klasszikus Hodgkin-limfóma) esetében sikerrel alkalmazzák [12].
Még árnyaltabb képet kaphatunk a daganatok genetikai sajátosságainak feltérképezé-
sével. Bizonyos ráktípusokban (emlő, petefészek, prosztata) például jellemzően sérül a
DNS kettősszálú töréseit javítani képes ún. homológ rekombinációs mechanizmus, így a
tumor védtelenné válik az ilyen jellegű DNS-roncsolódásokkal szemben. Kettős száltö-
rés a leggyakrabban akkor alakul ki, ha a DNS egyik szálán megjelenő hibát nem sikerül
időben, még a replikáció előtt kijavítani [13]. Így az egyszálas javító mechanizmusok
mesterséges gátlásával jelentősen megnövelhető a kettős száltörések gyakorisága, mely a
tumorsejtek számára végzetes, míg az egészséges szövetben a hiba nélkül működő homo-
lóg rekombinációnak és a ritkább replikációnak köszönhetően nem okoz ennyire súlyos
károsodást. Ezt az elvet használják ki az ún. PARP-inhibitor szerek, melyek az egyszálas
javító mechanizmusokban fontos szerepet játszó PARP1 fehérje gátlásával mesterségesen
kettős száltöréseket hoznak létre a DNS-ben. A tumorban a homológ rekombináció hi-
bájára többféle jel utalhat, ilyenek például a javító mechanizmusban domináns szerepű
BRCA1, BRCA2 és PALB2 fehérjéket kódoló gének mutációi, melyeket panelszekvená-
lásos diagnosztikai tesztek során célzottan vizsgálnak. Emellett a tumorokban előforduló,
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a teljes genomra kiterjedő mutációs mintázatok [14] vizsgálatával azonosíthatók a daga-
natban aktív, különféle mutációs folyamatok „lenyomatai”. Mivel a DNS-javító mecha-
nizmusok komplexitása miatt a homológ rekombináció hibáját nyilvánvalóan nem csak a
fenti három génben keletkezett eltérés okozhatja, a specifikus mutációs mintázat megléte
októl függetlenül képes jelezni a kettős száltöréssel szembeni sérülékenységet. A BRCA1,
BRCA2 és PALB2 mutációk, illetve a megfelelő mutációs mintázat megléte tehát prediktív
biomarkerei a PARP-inhibitor terápia hatékonyságának.
JÖVŐBELI LEHETŐSÉGEK ÉS PROBLÉMÁK
A személyre szabott gyógyászat a hagyományos reaktív terápiák túlsúlyát, vagyis mi-
kor a betegség felfedezése után kell a megfelelő gyógymódot megtalálni, átbillenthetné
a preventív stratégiák felé, mikor ismerve a genetikai hátteret, bizonyos magas kockáza-
tú betegségekre gyakoribb szűréseket vagy akár megelőző terápiákat is végezhetünk. Ez
egyrészről komoly életminőség javulást eredményezne, másrészről pedig agyagilag sokkal
inkább kifizetődő lenne [15].
A diagnosztikus biomarkerek sztenderdizálásához olyan robusztus genomi jeleket kell
találnunk, melyek akár már a vérből kimutatva is megbízhatóan utalnak egy adott betegség
meglétére. Az egyik legelső ilyen törekvés a folyékony biopsziás minták használatára, a
magzati Down-kór azonosítására irányult, állapotos nők véréből [16]. A TRACERx kutatás
[17] keretein belül a vérbe kijutó, keringő tumor DNS-t analizálják, hogy a daganat fejlő-
dését előrejelezzék. Ezek a megközelítések a továbbiakban nagyban hozzájárulnak majd
ahhoz, hogy a pácienseknek adott kemoterápiás szereket azonnal egy másikra cseréljék,
amint a rezisztencia jelei feltűnnek a vérből nyert genomban.
A személyre szabott, genomikai elváltozások nyomon követésén alapuló gyógyászat-
nak tehát számos előnye lehet mind prevenciós, mind diagnosztikai, mind pedig terapeu-
tikus szempontból. Ahhoz azonban, hogy ténylegesen profitáljunk ezekből a módszerek-
ből, elsőként feltérképező kutatások hosszú sorára van szükség, később pedig a genomikai
adatok rutinszerű, klinikai begyűjtésére és tárolására. Ennek a gyakorlati megvalósítás
nehézségein túl számos jogi és etikai akadálya van.
Az EU-ban például nincs központilag elfogadott szabályozás a genetikai információk
kezelésére vonatkozóan [18]. Mivel a begyűjtött DNS nem csak a konkrét pácienst, hanem
összes vérrokonát is valamilyen szinten jellemzi, pusztán a páciens beleegyezése az adatok
kezelésébe valójában nem elegendő. Emellett felmerül a kérdés, hogy ha a teljes geneti-
kai kód ismeretében meg tudjuk határozni a különféle, még nem diagnosztizált betegségek
későbbi bekövetkezésének várható esélyét, erről pszichológiai szempontból hasznos-e az
egyénnek tudnia [19]. Ugyanakkor a genetikai információk felhalmozódásával egyre való-
színűbb, hogy ezekhez a munkáltatók és biztosítók is hozzáférést követelnek majd annak
érdekében, hogy kiválogassák a genetikailag „alsóbbrendű” munkavállalókat és ügyfele-
ket. Ez a genetikai diszkrimináció a jövőbeli betegségek esélyére vonatkozóan az embe-
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rek egy új, eddig nem látott hátrányos helyzetű csoportját hozza létre. Ezek a problémák
rendkívül fontossá teszik, hogy megfelelő eszközökkel szabályozzák a genetikai adatok-
hoz való hozzáférést, elsősorban azért, hogy a nyilvánosság bizalma ne inogjon meg az
újszerű orvosbiológiai és technológiai megoldásokban. Ez nem csak az egyének életszín-
vonalának javítása érdekében elengedhetetlen, de a tudományos látásmód és a kutatások
elfogadottsága szempontjából is.
A személyre szabott gyógyászat tehát rendkívüli eredményekkel kecsegtet, így világ-
szerte hatalmas anyagi és emberi erőforrásokat mozgósítanak a témában. Mindazonáltal,
mint minden, az addigi rutinokat alapjaiban megváltoztató technológia esetén, óvatosan és
körültekintően kell eljárnunk az alkalmazása során.
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KLINIKAI PARAMÉTEREK, MINT BIOMARKEREK A DAGANATOS
BETEGSÉGEK GYÓGYÍTÁSÁBAN
TÜDŐ ADENOKARCINÓMÁK METASZTÁZISAINAK STATISZTIKUS TULAJDONSÁGAI
Azoknak a klinikai paramétereknek a biomarkerként való használata, melyek egy adott
betegség diagnózisa során automatikusan megállapításra és lejegyzésre kerülnek, talán szo-
fisztikálatlan módszernek tűnhet, mégis megvan az az előnye, hogy további költséges vizs-
gálatok nélkül támpontot adnak abban, hogy a betegség lefolyása során milyen további
szövődményekre lehet számítani, illetve milyen kezelési stratégiákat érdemes követni.
Annak a feltérképezésére, hogy a primer tüdő adenokarcinómában (LADC, lung adeno
carcinoma) szenvedő páciensek esetében milyen gyakorisággal jelennek meg metasztázi-
sok a különböző szervekben, illetve ezek milyen időközönként követik egymást, egy négy
magyarországi intézet által 2001 és 2014 között gyűjtött adathalmazt elemeztünk [20]. Az
ilyen témában korábban megjelent publikációk [21–26] gyakran ellentmondó eredmények-
ről számoltak be azzal kapcsolatban, hogy a primer tumor elhelyezkedése a tüdőben milyen
módon befolyásolja a későbbi áttétek megjelenésének helyét, illetve idejét. Ezért a kuta-
tás során elsődlegesen azt vizsgáltuk, hogy a primer lokalizáció függvényében mennyire
gyakoriak az egyes szervekben a korai, illetve késői áttétek. Ezen felül a metasztázisok
megjelenésének egymástól való függetlenségét kívántuk tesztelni, továbbá a köztük eltelt
idő hosszának és az érintett szervnek a kapcsolatát.
Az elemzett adathalmaz 1126 páciens adatait tartalmazta, akik különböző stádiumú
LADC-től szenvedtek. A diagnosztizált metasztázisokat „korainak” tekintettük, amennyi-
ben a tüdő daganat diagnózisától számított egy hónapon belül azonosították őket, egyéb-
ként „késői” metasztázisnak kategorizáltuk őket. A tüdő tumor elhelyezkedését minden
páciensnél három, egymástól függetlennek tekintett bináris változóval jellemeztük: cent-
rális/periférikus, felső/alsó régió, bal/jobb oldal. A felső régió a felső lebenyt és jobb olda-
lon a középső lebenyt foglalta magába, míg az alsó régió mindkét oldalon az alsó lebenyt
jelentette.
Annak a vizsgálatára, hogy egy adott szervben megjelenő metasztázisok jellemzően
inkább koraiak vagy későiek, meghatároztuk az összes olyan páciens számát, akiknek az
adott szervben korai, illetve késői metasztázisa volt, majd azt a nullhipotézist alkalmaz-
va, hogy a szerv korai és késői áttétei ugyanannyira valószínűek, egy χ-négyzet tesztet
használtunk. A szervenként kapott p-értékekre a többszörös tesztelés kompenzálására a
Bonferroni-korrekciót alkalmaztuk [27]. Erre azért van szükség, mert minél több statisz-
tikai tesztet végzünk el egy adathalmazon, annál valószínűbb, hogy egyszerűen a mérési
hibákból adódóan legalább egynél találunk statisztikailag szignifikánsnak tűnő eredményt.
Például egy hipotézis-vizsgálat esetén, α = 0,05 szignifikancia szint mellett 5% annak a
valószínűsége, hogy bár a nullhipotézis igaz, mi mégis elvetjük azt az adatok alapján. 100
ilyen vizsgálat elvégzése esetén azonban már a hibásan elvetett nullhipotézisek várható ér-
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téke 5 lesz, illetve (független vizsgálatoknál) 1−0,95100 ' 99,4%-os valószínűséggel lesz
legalább egy fals pozitív eredmény a 100-ból. Vagyis ha az összes eszünkbe ötlő tesztet
elvégezzük egy adathalmazon, majd kiválasztjuk azokat, melyek szignifikáns eredményt
adtak, az az adatok hibás interpretálásához vezet. A problémát különböző statisztikai mód-
szerekkel orvosolhatjuk, például Bonferroni nyomán mesterségesen lecsökkenthetjük az m
db. tesztre alkalmazott α szignifikancia szint értékét α∗ = α/m-re, így az m tesztre nézve
a fals pozitívok várható értéke α lesz. Ez egy viszonylag szigorú megközelítés, amivel a
statisztikai erő ugyan lecsökken, ezért bizonyos esetekben érdemes megengedőbb módsze-
rekhez (Holm-Bonferroni, Holm–Šidák korrekciók) folyamodni, de amikor a fals pozitív
találatok minimalizálása a cél, a Bonferroni-módszer megbízható eredményeket ad.
Az LACD adathalmazon a különböző szervekre végzett tesztek azt mutatták, hogy a
tüdőben, a mellhártyában, illetve a mellékvesében megjelenő áttétek tipikusan korán je-
lentkeznek, míg az agyi metasztázisok jellemzően későbbiek (A1. ábra (Melléklet)). A
többi szerv esetében nem találtunk szignifikáns tendenciát a megjelenés idejére vonatko-
zóan.
A primer tumor elhelyezkedését tekintve azt találtuk, hogy a centrális tüdő tumorok
még inkább hajlamosak a korai áttétek előidézésére, mint a periférikusak (Fisher-féle eg-
zakt teszt, p= 0,02), bár mindkét elhelyezkedés esetén gyakoribbak a korai metasztázisok,
mint a későiek. Ilyen tendencia a jobb/bal oldali, illetve alsó/felső régiós elhelyezkedést
illetően nem volt megfigyelhető, és megjegyezzük, hogy a fenti p-érték is szignifikanciáját
veszti a többszörös tesztelésre tett korrekció során.
Annak a vizsgálatára, hogy a különböző metasztázisok mennyire gyakran fordulnak
elő együttesen, az 1. ábra a) paneljén egy hőtérképen ábrázoltuk azoknak a pácienseknek a
számát, akiknek mind az i, mind pedig a j szervében találtak áttétet. Annak ellenére, hogy
például a tüdő és csont áttétek láthatóan igen gyakran fordulnak elő együttesen, ebből az
ábrából természetesen nem vonhatjuk le a következtetést, hogy a kétféle áttét valamilyen
módon preferálná egymást, hiszen ezekből a metasztázisokból már önmagukban nagyon
sokat azonosítottak a betegcsoportban. Így tehát teljesen véletlenül is előfordulhat, hogy
egy páciensben mind csont, mind pedig tüdő áttétet is találnak. Annak érdekében, hogy
képet kapjunk arról, hogy melyek azok a szerv-pár kategóriák, melyekbe a véletlenül vár-
hatónál jelentősen több/kevesebb páciens került, elsőként minden i szervre kiszámítottuk




ahol Ni azoknak a betegeknek a száma, akiknél áttétet azonosítottak az i szervben, N pe-
dig a teljes betegcsoport számossága. Ebből, amennyiben feltételezzük, hogy az áttétek
egymástól függetlenül, véletlenül jelennek meg, kiszámítható annak a p̄i j várható valószí-
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nűsége, hogy egy páciensben az i és j szervekben is azonosítanak áttétet:
p̄i j = p̂i · p̂ j




ahol Ni j-k az 1. ábra a) paneljén található értékek. Arra vonatkozóan, hogy az elméle-
ti p̄i j és a tényleges p̂i j értékek mennyire térnek el egymástól, a di j = p̂i j − p̄i j előjeles
mennyiséget definiáltuk, melyeknek százalékos értékeit az 1. ábra b) panelje mutatja. Az
eredmények szerint a csont áttét a máj és mellékvese áttétekkel, a mellékvese pedig a bőr
áttétekkel a vártnál gyakrabban jelenik meg együtt, míg a mellhártya metasztázisok az agyi
és a mellékvesei metasztázisokkal a vártnál ritkábban esnek egybe. Annak a vizsgálatára,
hogy amennyiben egy páciensnek az i és j szerveiben is találnak áttétet, van-e tendencia
arra vonatkozóan, hogy az i vagy a j szervbeli áttét jelenik meg előbb, bevezettük az i és j




ahol Ni→ j azoknak a pácienseknek a száma, akikben az i szervbeli áttét időben megelőzte
a j szervbelit. Értelemszerűen Si j = 1− S ji. Az így definiált sorrend preferenciák száza-
lékos értékeit mutatja az 1. ábra c) panelje. (Azokat az eseteket, ahol az i és a j szervbeli
áttétek közül mindkettő korai volt (a primer diagnózis után nem sokkal azonosították), nem
vettük figyelembe, hiszen ilyenkor a sorrendiség nem pontosan meghatározható.) Látha-
tóan a tüdő áttétek rendszeresen megelőzik az agyi (97%), a csont (86%) és a máj (84%)
metasztázisokat. Hasonlóan, a mellékvese áttét jellemzően korábban azonosítható, mint az
agyi metasztázis (89%), a mellhártyai pedig korábban jelenik meg, mint az áttét a májban
(100%).
Ahhoz, hogy a metasztázisok között eltelő időről pontosabb képet kapjunk, megvizs-
gáltuk, hogy vannak-e olyan szervek, melyekben ha megjelenik egy áttét, akkor várhatóan
a következő metasztázis rövid idő eltelte után szintén felbukkan, illetve, melyekben az áttét
rövid idő után követi az azt megelőző metasztázist. Ehhez minden adott i szervbeli áttét
esetén megvizsgáltuk, hogy az érintett páciensben mennyi volt a metasztázis előtt eltelt
ti− = ti− tm idő (ahol tm az i szervbeli áttétet megelőző áttét diagnózisának ideje), illetve a
metasztázis után eltelt ti+ = tn− ti idő (ahol tn az i szervbeli áttétet követő áttét diagnózisá-
nak ideje). A korai metasztázisokat kizártuk az elemzésből, mivel a megjelenésük pontos
ideje bizonytalan. Azoknál a metasztázisoknál, melyek az adott páciens időben legkésőbb
azonosított áttétei voltak, csak a ti− értékét számoltuk ki. A mért ti− és ti+ értékek elosz-
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1. ábra. Metasztázisok megjelenése a különböző szerv-párokban. a. Azoknak a pá-
cienseknek a száma, akiknél áttétet azonosítottak az i és j szervekben is. A számok és a
hőtérkép színei a betegek számát jelölik. Azokat a szerv-pár kategóriákat, melyekhez nem
több, mint 5 páciens tartozott, nem jelöltük számokkal. A számok összege nem adja meg a
teljes vizsgált kohorszban a betegek számát, hiszen egy páciensben gyakran nem pontosan
két metasztázis jelenik meg. b. Az adott szerv-párokban megjelenő áttétek tényleges együt-
tes valószínűségének és az elméleti együttes valószínűségnek a különbsége százalékban.
A függetlenség tesztelését χ-négyzet próbával végeztük, azzal a nullhipotézissel, hogy az
áttét bekövetkezése a különböző szervekben egymástól függetlenül történik (α = 0,05).
Azokat a szerv-párokat jelöltük számmal, melyekre a hipotézisteszt eredménye szigni-
fikáns volt, nagyobb és félkövér betűtípussal pedig azokat, melyekre a szignifikancia a
Bonferroni-korrekció elvégzése után is érvényes maradt. c. Az Si j sorrend preferenciák
százalékos értéke a szerv-párokra. A szignifikanciatesztelést χ-négyzet próbával, azzal a
nullhipotézissel végeztük, hogy a kétféle sorrendiség valószínűsége azonos (α = 0,05).
Azokat a szerv-párokat jelöltük számmal, melyekre a hipotézisteszt eredménye szigni-
fikáns volt, nagyobb és félkövér betűtípussal pedig azokat, melyekre a szignifikancia a
Bonferroni-korrekció elvégzése után is érvényes maradt. A fehér és fekete betűszínek az
olvashatóságot segítik.
lásának jellemzőit mutatja rendre a 2. ábra a) és b) panelje. A tapasztaltak alapján ahhoz,
hogy egy tüdő metasztázis kialakuljon az azt megelőző metasztázis után, tipikusan több idő
kell (medián: 16,0 hónap), mint egy máj (medián: 8,0 hónap) vagy egy csont (medián: 7,0
hónap) áttét kialakulásához. Hasonlóan, az agyi áttétet követően a következő metasztázis
általában később (medián: 12,5 hónap) azonosítható, mint egy csont (medián: 4,0 hónap)
áttét esetén.
A vizsgálatok eredményei tehát azt mutatják, hogy a centrális primer tüdő tumorok a
periférikusaknál agresszívebbek és hajlamosabbak a korai áttétképzésre. Ilyen tendencia a
jobb/bal oldali és alsó/felső régiós elhelyezkedés esetén nem mutatkozott. Ezen felül azt
tapasztaltuk, hogy bizonyos szerv-párok esetén a mindkettőben előforduló metasztázisok
együttes bekövetkezésének a valószínűsége nem egyezik meg azzal, amit akkor várnánk,
ha az áttétek véletlenszerűen követnék egymást. Emellett néhány szerv-pár esetén az egyik
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2. ábra. Metasztázisok között eltelt idő az adott szervbeli metasztázis előtt (a.) és
után (b.). A függőleges tengely mentén lévő színes számok az adott szervre mért értékek
mediánját mutatják. A különböző szervekre jellemző időket a Kruskal–Wallis H-próba
segítségével hasonlítottuk össze, azzal a nullhipotézissel, hogy a két szervre mért értékek
mediánja megegyezik (α = 0,05). Azokat a szerv-párokat, melyekre a nullhipotézis a
többszörös tesztelésre való korrekció figyelembevételével együtt is elvethető volt, az ábrán
csillaggal jelöltük.
szervben megjelenő metasztázis rendszeresen megelőzi a másik szervbelit, a metasztázisok
között eltelt idő pedig erősen függ az érintett szervtől. Ezek a megfigyelések felhívják a
figyelmet arra, hogy a különböző elhelyezkedésű primer tumorral diagnosztizált betegek
kezelésénél különböző irányelveket kell követni, illetve, hogy a betegség lefolyása során
kialakuló áttétek előre jelezhetik a továbbiakban esetlegesen érintett szerveket is.
VESEFUNKCIÓK ROMLÁSA TÜDŐDAGANATOS, CSONTÁTTÉTES BETEGEK
KEMOTERÁPIÁS KEZELÉSE SORÁN
Ahogy a fentiek alapján is látható, a primer tüdő daganatban szenvedő páciensekben
a leggyakrabban megjelenő metasztázisok egyike a csont áttét, mely a betegek 25-30%-
ánál már a primer diagnózis során azonosítható, míg kb. 10%-uknál késői metasztázisként
jelentkezik [28]. Az ilyen esetekben alkalmazott kezelések közül talán a biszfoszfonátok
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használata a legelterjedtebb, melyek a kutatások szerint a csont metasztázisok kialakulásá-
nak megelőzésében is fontos szerepet töltenek be [29]. Ugyanakkor az olyan pácienseknél,
akiknek a vesefunkcióik gyengültek, az ilyen típusú szerek ellenjavalltak [30–32]. Mivel
a tüdőrák elsősorban az idős és jellemzően dohányzó emberekben jelentkezik, ezekben az
esetekben a dohányzás okozta szív- és érrendszeri problémák is hozzájárulnak a vesefunk-
ciók romlásához, továbbá a műtéti úton nem eltávolítható primer daganatok kezeléséhez
gyakran használt platina-bázisú kemoterápiás szerek is nefrotoxikusak [33].
Annak a felmérésére, hogy a tüdő daganat lefolyása során a vesefunkciók miként vál-
toznak, illetve, hogy a romlásuk milyen mértékben gátolja a biszfoszfonát kezelés alkalma-
zását, egy 570 páciensből álló adathalmazt dolgoztunk fel [34]. A betegek mindegyikénél
kialakult csont áttét a betegség során, a primer tumorok azonban különböző szövettani
kategóriákba estek. A páciensek csaknem fele (kb. 41%) részesült platina-bázisú kemote-
rápiában, háromnegyedük (kb. 77%) pedig valamilyen típusú biszfoszfonát kezelésben a
csont metasztázis megjelenését követően. A betegek fele magas vérnyomástól, 15%-uk cu-
korbetegségtől, harmaduk pedig COPD-től (krónikus obstruktív tüdőbetegség) szenvedett.
A vesefunkciók degradálódásának elemzéséhez a betegek laborleletei alapján a kreatinin
(normális tartomány: 36-106 µmol/L) és a BUN (blood urea nitrogen; karbamid) (nor-
mális tartomány: 1,7-8,3 mmol/L) szintjét rögzítettük a primer diagnóziskor, a csontáttét
megjelenésének idején, illetve az utolsó elérhető adatok szerint. Az analízis során gyakorta
mindkét mennyiséget egy bináris skálán (normális/kóros) jellemeztük.
Ahhoz, hogy a társbetegségek hatását megvizsgáljuk, minden lehetséges társbetegség
csoportra meghatároztuk azoknak a pácienseknek az arányát a primer diagnózis idejekor,
akiknek a kreatinin, illetve a BUN szintje a kóros tartományba esett (KTA: kóros tartomány
arány, A1. táblázat). Mivel ekkor még egyik beteg sem részesült semmilyen kezelésben,
így ezek hatását ezeknél a laborleleteknél nem kell vizsgálnunk. A különböző csoportokba
eső páciensek száma alapján úgy tűnik, hogy a társbetegségek alapján történő 8 csoport
létrehozása némely kategóriákban túl kevés esetszámot eredményez a későbbi statisztikai
elemzéshez. Preferált lenne tehát kiválasztani azt a társbetegséget, melynek a hatása leg-
inkább érződik a vesefunkciókat jellemző paraméterek értékein. Ennek a meghatározásá-
hoz egymástól függetlenül összevetettük a kreatinin és a BUN értékek mediánját a három
társbetegség által meghatározott, páronként diszjunkt (van/nincs) beteghalmazokon. Azt
tapasztaltuk, hogy a magas vérnyomástól szenvedő betegekben mind a kreatinin szint (me-
dián: 81,9 vs. 75,8 µmol/L; p < 0,001), mind pedig a BUN szintje (medián: 6,0 vs. 5,7
mmol/L; p = 0,005) szignifikánsan magasabb volt, mint azoknál, akiknek nem volt magas
a vérnyomása. A mediánokat Mann–Whitney-próbával hasonlítottuk össze α = 0,05 szig-
nifikancia szint mellett. A fenti eredmények a többszörös tesztelés kompenzálására hasz-
nált Bonferroni-korrekció mellett is szignifikánsak maradnak. Ehhez hasonló tendenciát
nem találtunk akkor, mikor a betegeket a cukorbetegség megléte alapján kategorizáltuk,
a COPD-től szenvedő páciensek esetében pedig csak a kreatinin szint volt szignifikánsan
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magasabb (81,1 vs. 77,3 µmol/L; p=0,004), mint a COPD-mentes betegeknél.
Ezek alapján a 3. ábrán már csak a magas vérnyomás szerint csoportosított betegek-
re határoztuk meg a különböző időpontokban a KTA értékét, illetve a romlási rátát (RR),
melyet a két időpont között újonnan kóros tartományba átkerülő betegek arányaként de-
finiáltunk. (Ennek értelmében KTAd +RRd→c = KTAc és KTAc +RRc→u = KTAu, ahol
az alsó indexek a diagnózis idejére (d), a csont áttét megjelenési idejére (c) és a legutolsó
elérhető adat idejére (u) utalnak.)
A teljes betegcsoportra nézve azt tapasztaltuk, hogy a csont metasztázis megjelenésé-
nél mért kreatinin (medián: 77,0 µmol/L) és BUN (medián: 6,0 mmol/L) értékek jelentő-
sen meghaladták a primer diagnóziskor felvett értékeket (kreatinin medián: 75,0 µmol/L;
BUN medián: 5,4 mmol/L). A mediánok összevetéséhez használt Mann–Whitney-próba
(α = 0,05) szerint mindkét mennyiség értéke szignifikánsan nőtt (p < 0,001) az idő elő-
rehaladtával. Hasonlóan, az utolsó mérési eredmények alapján (kreatinin medián: 83,0
µmol/L; BUN medián: 7,60 mmol/L) a csont áttétet követően is mindkét mennyiségre szig-
nifikáns (p < 0,001) növekedés tapasztalható. (Ezek az eredmények Bonferroni-korrekció
alkalmazása mellett is szignifikánsak maradtak.)
A 3. ábra b) és e) paneljeinek tanúsága szerint a diagnózistól a csont metasztázisig eltelt
időben azok a páciensek, akiknek magas a vérnyomása, hajlamosabbak mind a kreatinin,
mind a BUN szintjüket tekintve átlépni a kóros tartományba. A magas vérnyomásos cso-
portban az új esetek aránya 10,29% (kreatinin), illetve 13,48% (BUN) volt, míg ugyanezek
az értékek a többi páciensre 4,59% (kreatinin) és 6,36%-nak (BUN) adódtak. A két cso-
port közti eltérés statisztikai szignifikanciáját Fisher-féle egzakt teszttel, α = 0,05-os szig-
nifikancia szint mellett becsültük, mely alapján mindkét mennyiségre szignifikáns eltérést
tapasztaltunk (kreatinin: p = 0,010; BUN: p = 0,005) Bonferroni-korrekció alkalmazása
mellett is.
A társbetegségtől függetlenül a csont metasztázis megjelenése után mintha felgyorsulna
a vesefunkciók romlása: a nem magas vérnyomásos csoportban a kreatininre mért romlási
ráta 4,59%-ról 10,60%-ra (3. ábra b) és c) panel) emelkedett, míg a BUN-ra ugyanez
6,36%-ról 22,26%-ra (3. ábra e) és f) panel). A magas vérnyomásos betegeknél pedig a
BUN esetén a 13,48%-os romlási ráta a csontáttét után 20,92%-osra nőtt (3. ábra b) és c)
panel).
Ezzel szemben a csontáttét megjelenése után az újonnan kóros esetek aránya a két be-
tegcsoportban alig tér el egymástól (kreatinin: 9,93%, illetve 10,60%, BUN: 20,92% és
22,26%). Ebből arra lehet következtetni, hogy a csont metasztázis megjelenésével olyan
erőteljesen nefrotoxikus folyamatok veszik kezdetüket a szervezetben, melyek a korábbi
körülményektől (társbetegség) függetlenül felgyorsítják a veseműködés romlását. Nagyon
fontos itt megjegyeznünk, hogy az ilyenkor beinduló nefrotoxikus folyamatok nem feltétle-
nül a csont áttét közvetlen biológiai következményei. A fentieknek megfelelően a vizsgált
betegcsoport háromnegyede részesült biszfoszfonát kezelésben, mely köztudottan negatív
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hatással van a veseműködésre. Tehát ebben az esetben nem tudjuk minden kétséget kizá-
róan elkülöníteni magának a csont metasztázis megjelenésének az inherens nefrotoxicitá-
sát a biszfoszfonát kezelés ismert következményeitől. Mindazonáltal azokra a betegekre
korlátozva az elemzést, akik nem kaptak biszfoszfonát kezelést, azt tapasztaltuk, hogy a
csont metasztázis után szintén nőtt a romlási ráta a csont áttét előtti értékhez képest. Ez
az eredmény azt sejteti, hogy a csont metasztázis megjelenésével a vesefunkciók rohamos
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3. ábra. A kreatinin és a BUN szintjének alakulása a tüdő daganat diagnózisától
az utolsó laboratóriumi eredményekig a magas vérnyomástól érintett és nem érintett
páciensekre. KTA: az adott időpontban az adott betegcsoportban a kóros tartományba
sorolt kreatinin/BUN szinttel rendelkező betegek aránya. RR: az adott betegcsoportban
az előző időponthoz képest újonnan a kóros tartományba átlépő kreatinin/BUN szinttel
rendelkező betegek aránya.
Mivel a fenti megközelítés nem volt megfelelő ahhoz, hogy tényleges különbséget tud-
junk tenni a biszfoszfonát kezelés és a csont áttét megjelenésének nefrotoxikus hatása kö-
zött, egy általánosított túlélés-elemzést végeztünk az adatokon.
Hagyományosan a túlélés vizsgálatánál arra a kérdésre keressük a választ, hogy bi-
zonyos szempontok szerint csoportosítva a betegeket (például kezelés típusa, nem, stb.),
megfigyelhető-e olyan jellegű tendencia, hogy az egyik csoportban a betegek „általában
tovább élnek”, mint a másik csoportban. Kicsit konkrétabban fogalmazva a két csoportban
egy adott esemény bekövetkezéséhez szükséges idők túlélési függvényét kívánjuk össze-
hasonlítani. Legyen T ≥ 0 egy folytonos véletlen valószínűségi változó, melynek eloszlás-
függvénye F(t) :=P({T ≤ t}), valószínűségi sűrűsége pedig fT . Ekkor a túlélési függvény
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definíció szerint




fT (u)du = 1−F(t).
Egyszerűbben fogalmazva a túlélési függvény azt mondja meg, hogy mekkora annak a
valószínűsége, hogy az adott esemény t-nél későbbi időpontban következik be. Hasznos
még megadnunk a h(t) kockázati függvény (hazard function) definícióját:
h(t) = lim
dt→0









ahol az utolsó egyenlőség igaz, mert S′(t) = ddt [1−F(t)] és fT (t) =
d
dt F(t). Vagyis h(t)
azt adja meg, hogy mekkora az esemény bekövetkezésének a valószínűsége a t időpontban,
feltéve, hogy addig még nem következett be.
A gyakorlatban a túlélési függvény konkrét alakját nem ismerjük, de a rendelkezésre ál-
ló adatokból becslést tehetünk rá, melyre az egyik legelterjedtebb módszer a Kaplan-Meier
közelítés [35]. Jellemzően a számunkra elérhető információ a megfigyelt N alanyról az,
hogy az n. alany megfigyelésének teljes cn ideje alatt bekövetkezett-e az adott esemény
(δn = {0;1}) és ha igen, akkor pontosan mikor (tn). Amennyiben az alanynál nem követ-
kezett be az esemény a megfigyelés ideje alatt, cenzorált adatról beszélünk. Így minden
ti diszkrét időpillanatot tekintve ismerjük az adott pillanatban bekövetkezett események di
számát, illetve azoknak az alanyoknak az ni számát, akiknél ti előtt még nem következett be
az esemény. Ezek felhasználásával minden ti-re kiszámítható az aktuális diszkrét, becsült
h̄i = di/ni kockázata az esemény bekövetkezésének. Az összefüggés egyszerű meggon-
dolások alapján adódik: annak a becsült valószínűsége az adatok alapján, hogy egy adott
pillanatban bekövetkezik az esemény annyi, mint az adott pillanatban ténylegesen bekö-
vetkezett események és az összes lehetséges érintett alany számának hányadosa. Ugyanezt
természetesen például a maximum likelihood módszerrel is beláthattuk volna. Ennek fel-
használásával a becsült túlélési függvény előáll, mint
S̄(t) = ∏
i:ti≤t





Az így becsült túlélési függvényeket ábrázolva jellegzetes lépcsős görbéket kapunk,
melyeket a két csoportra ábrázolva manuálisan összevethetünk, illetve a log-rank teszt se-
gítségével eldönthetjük, hogy az adott szignifikancia szint mellett szignifikánsan eltérnek-e
egymástól. Ahogy N→ ∞, a lépcsők egyre inkább kisimulnak és S̄(t)→ S(t).
Mindazonáltal a különböző paraméterek és körülmények túlélési függvényre gyakorolt
hatásáról a becsült S̄(t) alapján még semmit nem mondhatunk. Az erre a feladatra az orvosi
gyakorlatban leggyakrabban használt megoldás az ún. Cox-regressziós modell illesztése az
adatokra, melyből a vizsgált paraméterek megváltozásának a kockázatra gyakorolt hatása
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megbecsülhető. A modell legegyszerűbb verziója a kockázati függvényt az alábbi módon
állítja elő:
h(t,Xi) = h0(t)e(β1Xi1+...+βpXiK),
ahol Xi az i. betegre vonatkozó kovariánsok vektora, h0(t) az egyén alapkockázata („ba-
seline”) akkor, ha a kovariánsok mind nullák, K pedig a kovariánsok száma. A modell
másik elnevezése a Cox-féle arányos kockázati modell, hiszen a fenti képletből látható,
hogy bináris kovariánsok esetén (pl. a beteg kapott-e biszfoszfonát kezelést vagy sem:
Xi,b f = {0;1}) az adott kovariáns értéke által definiált két csoportban a kockázati függvé-
nyek konstansszorosai (eβb f ) egymásnak. Világos, hogy ez egy viszonylag szigorú felte-
vés, hiszen például előfordulhat, hogy egy bonyolult műtéti eljárás ugyan a beavatkozást
követően jelentősen megnöveli a kockázatot, de hosszú távon lecsökkenti azt. A modell-
nek léteznek kiterjesztései, melyek időfüggő regressziós együtthatókat is képesek kezelni.
Ugyanakkor az is elképzelhető, hogy egy bizonyos paraméter csak akkor játszik igazán
jelentős szerepet a kockázatban, ha az alapvetően nem túl magas. A fenti modell alapján a
biszfoszfonát kezelés a veseelégtelenség kockázatát például megduplázza, a többi kovari-
áns értékétől függetlenül. El tudunk azonban képzelni olyan pácienseket, akik mindhárom
vizsgált társbetegségben szenvednek, így a számukra már önmagában magas kockázatot a
biszfoszfonát kezelés ugyan kicsit megnöveli, de nem kétszerezi. Az ilyen esetek a fenti
modellbe nem építhetőek bele.
A modell illesztésének végső célja nem a kockázati függvény konkrét előállítása, mivel
a h0(t) függvényről semmit nem tudunk és semmilyen feltételezést nem is teszünk rá. A
feladat tehát a βk regressziós paraméterek meghatározása, vagyis az egyes kovariánsok re-
latív kockázatát kívánjuk megadni. Tehát végeredményben arról nem tudunk nyilatkozni,
hogy adott t időpillanatban az i. páciens esetében mekkora a valószínűsége a veseelégte-
lenség bekövetkezésének, de annyit állíthatunk, hogy ha a páciens kapott biszfoszfonát ke-
zelést, akkor ez az ismeretlen valószínűség eβb f -szer akkora lesz, mintha nem kapott volna.
Magukat a kovariánsokat az összes páciensre vett együttes likelihood függvény maximali-
zálásával lehet meghatározni. (Mivel h0(t) nem függ a kovariánsoktól, így a számítás során
kiküszöbölhető.)
A konkrét adathalmazra vonatkozóan egy a hagyományostól kicsit eltérő, absztrakt túl-
élési analízist végeztünk a kreatinin és a BUN tekintetében külön-külön. Ehhez a méré-
seket a 4. ábra szerint definiáltuk: amennyiben a páciens veseműködését jelző paraméter
értéke a kutatás teljes ideje alatt a normális tartományban maradt (A) eset), két cenzorált
mérést jegyeztünk le. Ha a páciensnél az adott paraméter értéke a csont áttét diagnosztizá-
lása után (vagyis mérhetően az utolsó adat szerint) váltott a kóros tartományba (B) eset),
szintén két mérést könyveltünk, egy cenzoráltat a csont áttét előtt, illetve egy nem cenzo-
ráltat utána. Ha már a csont metasztázis diagnózisánál kóros vesefunkciókat tapasztaltunk
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Td Tc Tu
Td Tc Tutüdődaganat diagnózisa csont metasztázis utolsó adat
Td Tc Tutüdődaganat diagnózisa csont metasztázis utolsó adat
Td Tc Tutüdődaganat diagnózisa csont metasztázis utolsó adat
idő: T -Tc d
 esemény: 0
 releváns kemoterápia: csont áttét előtti
 releváns biszfoszfonát kezelés: nincs
 előtte/utána státusz: előtte
idő: T -Tc d
 esemény: 0
 releváns kemoterápia: csont áttét előtti
 releváns biszfoszfonát kezelés: nincs
 előtte/utána státusz: előtte
idő: T -Tu c
 esemény: 0
 releváns kemoterápia: csont áttét utáni
 relevant biszfoszfonát kezelés: csont áttét utáni
 előtte/utána státusz: utána
A) eset: normális vesefunkció a kutatás teljes időtartama alatt
tüdődaganat diagnózisa csont metasztázis utolsó adat
1. mérés 2. mérés
B) eset: kóros vesefunkció a csont metasztázist követően
1. mérés 2. mérés
idő: T -Tu c
 esemény: 1
 releváns kemoterápia: csont áttét utáni
 relevant biszfoszfonát kezelés: csont áttét utáni
 előtte/utána státusz: utána
C) eset: kóros vesefunkció a csont metasztázist megelőzően, de nem a primer diagnóziskor
1. mérés
idő: T -Tc d
 esemény: 1
 releváns kemoterápia: csont áttét előtti
 releváns biszfoszfonát kezelés: nincs
 előtte/utána státusz: előtte
D) eset: kóros vesefunkció a primer diagnóziskor
A méréshez nem határozható meg idő adat.
4. ábra. A túlélés analízishez használt mérések a különböző típusú betegek esetében
(C) eset), egyetlen nem cenzorált mérést jegyeztünk. Amennyiben a kreatinin vagy BUN
szintje már a primer diagnóziskor a kóros tartományba esett (D) eset), nem lehetett az átme-
net idejét meghatározni, így innen nem származtak mérési adatok. Eseménynek a kreatinin
vagy a BUN szintjének a kóros tartományba való átlépését tekintettük, a kétféle mennyi-
ség esetén külön modelleket illesztettünk. A csont metasztázis előtti és utáni méréseket az
„előtte/utána” bináris paraméter értékével különböztettük meg.
Természetesen ennek a modellnek több hátulütője is van. Egyrészt a méréseket egymás-
tól függetlennek tekintettük, pedig a valóságban egyetlen páciens adataiból több mérést is
generáltunk. Alapvetően nyilvánvaló, hogy ha már a csont metasztázis azonosításánál a
kreatinin és/vagy BUN szintje erősen megközelíti a kóros tartomány határát, akkor később
valószínűleg a csont metasztázis megjelenésétől, illetve egyéb kezelésektől függetlenül is
könnyen átlép abba. Mindazonáltal a vesefunkciók kezdeti állapota bár mérésenként kü-
lönböző, ami a kockázat konkrét értékét más-más mértékben befolyásolja, ezt a hatást be-
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sűríthetjük a h0(t) függvénybe. Továbbá az adott méréshez rendelt kemoterápia értékének
(kapott/nem kapott) mindig az adott időszakra meghatározott értéket tekintettük. Vagyis
egy olyan páciensnél, aki a csont áttét előtt részesült kemoterápiában, de utána nem, az
adataiból kinyert, áttétet követő mérési ponthoz a „nem kapott” értéket rendeltük. Ezzel
tehát elhanyagoltuk a kemoterápiás szerek hosszútávú hatásait. Fontos továbbá megjegyez-
ni, hogy a biszfoszfonát kezelés értéke (kapott/nem kapott) erősen korrelál az előtte/utána
státusszal, hiszen a csont metasztázist megelőzően egyik beteg sem kapott ilyen típusú
kezelést. Mivel azonban a betegek kb. negyede az áttétet követően sem részesült biszfosz-
fonát kezelésben, fontos a két paramétert megkülönböztetnünk.
A modellillesztés előtt minden vizsgált paraméter (A2. táblázat) szerinti csoportosításra
legyártottuk az adott csoport túlélési görbéjének S̄(t) Kaplan-Meier becslését és grafiku-
san ellenőriztük, hogy fennáll-e az arányos kockázatok feltétele. Ehhez elsőként be kell











du = [− logS(u)]t0 =− logS(t)









e∑k βkXk = H0(t)e∑k βkXk





log(− logS(t)) = logH0(t)+∑
k
βkXk
Ha tehát csak egyetlen kovariánst tekintünk, és ennek az értéke (0 vagy 1) szerint választ-
juk szét a csoportokat, a két csoportban a becsült túlélési függvény log(− log S̄(t)) transz-
formáltjai csak a kovariánshoz tartozó β tagban fognak egymástól eltérni. Vagyis a két
csoportra egy ábrán felrajzolva a log(− log S̄(t)) görbéket a t függvényében, párhuzamos,
egymástól egy konstans értékkel eltolt egyeneseket kell kapnunk. Amennyiben tehát ez
vizuálisan igazolható, az adott paraméterre valóban fennáll az arányossági feltétel és így
az beválogatható a Cox-modell kovariánsai közé.
Miután ilyen módon kiválasztottuk azoknak a paramétereknek a listáját, melyek telje-
sítik az arányos kockázatok feltételét, megkezdtük a modellszelekciót. Ennek során kü-
lönböző paraméter kombinációkkal illesztettünk modelleket, majd mindegyiknél megha-
tároztuk az AIC (Akaike-féle információs kritérium) [36] értékét. Végül azt a modellt
választottuk ki, melynél az AIC értéke a legalacsonyabb volt (A3. táblázat). A jelentős
mennyiségű cenzorált adatot tartalmazó adathalmazok esetén a hagyományosan a modell
prediktív erejét jellemző R2 paraméter értéke drasztikusan lecsökkenhet [37], így célszerű
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más módon származtatni a jósági tényezőt. A szintén gyakran használt konkordancia [38]
értéke a kreatinin esetében 0,65, a BUN esetében pedig 0,71 lett. A likelihood arány próba
által kapott p-értékek mindkét modell esetén szignifikánsak voltak α = 0,05 szignifikancia
szint mellett. Alapvetően a likelihood arány próba abból a nullhipotézisből indul ki, hogy
két tetszőlegesen megválasztott modell mellett a konkrét adatok megfigyelési valószínűsé-
gének (likelihoodjának) a hányadosa nem tér el jelentősen 1-től. Vagyis a két modell közül
egyikről sem állíthatjuk, hogy jobban leírná a megfigyelt adatokat, mint a másik. Esetünk-
ben az egyik modell a fenti modellszelekciós eljárás végső Cox-féle modellje, míg a másik
modell a βi = 0∀ i. Ezek alapján tehát a kapott modellek bár láthatóan nem adnak tökéletes
jóslatot a várható túlélési időre vonatkozóan, a kovariánsokat nem tartalmazó modelleknél
azonban szignifikánsan jobbnak bizonyulnak.
A végső modellekben szereplő kovariánsok listájából (A3. táblázat) kitűnik, hogy a ké-
sői stádiumú primer tumorok esetén, illetve a magas vérnyomástól szenvedő pácienseknél
a vesefunkciók romlása várhatóan hamarabb következik be. A biszfoszfonát kezelés és a
kemoterápia nefrotoxikus hatására nem találtunk meggyőző bizonyítékot, ezzel szemben
mind a kreatinin, mind pedig a BUN esetében szignifikánsan gyorsabban léptek át a ve-
sefunkciók a kóros tartományba a csont metasztázist követően, mint előtte. Vélhetően a
modellek fent diszkutált hiányosságai miatt ez az eredmény önmagában nem tekinthető bi-
zonyító erejűnek arra vonatkozóan, hogy a csont metasztázis megjelenése inherensen felel
a veseműködés romlásáért. Ennek a tényleges teszteléséhez egy olyan adathalmazra lenne
szükség, ahol a primer tüdő tumorral rendelkező betegek egy részében kialakult csontáttét,
a másik részében pedig nem. Ugyanakkor az eredmények feltétlenül felhívják arra a figyel-
met, hogy a nefrotoxikus szerek esetében más körülményekkel és kockázati tényezőkkel
kell számolni akkor, ha azokat preventív céllal (a csont metasztázis előtt) vagy reaktívan (a
csont áttétet követően) alkalmazzák.
IMMUNTERÁPIÁS BIOMARKEREK VÁLTOZÁSAI METASZTÁZISOKBAN ÉS
PLATINA-BÁZISÚ KEMOTERÁPIA HATÁSÁRA
A hagyományos, diagnózis során felvett klinikai paraméterek és a laborvizsgálatokból
nyerhető adatok vizsgálata mellett az utóbbi években elterjedni kezdő immunellenőrzőpont-
gátló szerek alkalmazásához elengedhetetlen az immunterápiás biomarkerek változásainak
a feltérképezése is. A fent tárgyaltaknak megfelelően az ilyen típusú kezelés elsősorban
azokban az esetekben vezet tényleges eredményre, amikor a tumorsejtek valóban a PD-L1
fehérje expresszálásával kerülik el a szervezetben normálisan fellépő immunválaszt [39].
Ezen kívül aktívan kutatják a terápiára adott válasz és a daganat környéki immunsejtek
PD-L1 és PD-1 expressziója közti kapcsolatot is [40], illetve maguknak a daganat környé-
ki és az azt infiltráló immunsejtek darabszámának és lokalizációjának hatását [41]. Tekin-
tettel arra, hogy az immunterápia rendkívül költséges, fontos az olyan biomarkerek alkal-
mazása a várhatóan pozitívan reagáló betegcsoportok kiválasztása során, melyek valóban
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megbízhatóan jósolják a kezelés kimenetelét. Ezért elengedhetetlen annak a felmérése is,
hogy a különböző tényezők (egyéb kezelések, a mintavételezés helye, a primer tumor tí-
pusa, metasztázisok megjelenése, stb.) mennyiben befolyásolják a pácienseknél mérhető
expressziós szinteket és a daganat környéki immunaktivitást. Mivel maga az immunhisz-
tokémiai vizsgálat elvégzése, vagyis a biomarkerek értékeinek meghatározása is komoly
anyagi terhet jelenthet, érdemes az értékeket hagyományos klinikai paraméterekkel is kor-
reláltatni. Amennyiben fény derülne szignifikáns összefüggésekre az alapértelmezetten
meghatározott klinikai változók és az expressziós szintek között, egy preszelekciós fázis-
ban már a diagnózis során leszűkíthető lenne az immunterápiából várhatóan profitáló páci-
ensek csoportja. A kezdeti biztató eredmények ellenére a betegek szelekciójára vonatkozó-
an egyelőre nincsenek bevett módszerek, és a PD-1/PD-L1 pozitivitás, mint biomarkerek
tesztelésére vonatkozó feltételek sincsenek rögzítve [42]. Hasonlóan nem tisztázott, hogy
azok a tumortípusok, melyeknél a PD-1/PD-L1 expresszió értéke prognosztizálja a várható
túlélést, vajon jobban reagálnának-e az esetleges PD-1/PD-L1 gátló terápiákra, mint azok
a daganattípusok, amiknél az expressziós szintek nem befolyásolják a túlélést [43, 44].
Itt fontos megjegyeznünk, hogy sajnos a PD-1 és PD-L1 expressziós szintek meghatá-
rozása a gyakorlatban sem egy jól kidolgozott, reprodukálható protokoll alapján történik.
Az immunhisztokémia (IHC) során a vizsgált szövet egy vékony metszetére valamilyen
módon megjelölt (jellemzően valamiféle enzimmel vagy fluoreszcens anyaggal) antiteste-
ket juttatnak, melyek a szövet azon sejtjeihez kötnek, amiknek a felületén a komplementer
antigén megtalálható. A metszetet ezután mikroszkóppal vizsgálva, az antigénnel rendel-
kező és nem rendelkező sejtek más-más színnel jelennek meg. Az expressziós szint szám-
szerűsítését a metszetek mikroszkópos vizsgálatával patológusok végzik, többnyire vizuá-
lis besorolás útján valamiféle szemikvantitatív skála alapján. Gyakori például a tumorsej-
tek PD-L1 expresszióját a metszeten megfestett sejtek arányának a 0-1%, 1-5%, 5-10%,
10-50% és 50-100% intervallumok valamelyikébe való besorolásával meghatározni [45].
Világos, hogy a mérési módszer már önmagában rendkívül sok problémát felvet. Mivel
a meghatározást manuálisan végzik, így a kétes esetekben a konkrét patológus szubjektív
döntésén múlik, hogy melyik tartományba sorolja a kérdéses mintát. Ennek az aspektusnak
az egységesítésére talán van remény azáltal, hogy a képek különböző szempontok szerinti
klasszifikálását végző számítógépes algoritmusok az utóbbi időben soha nem látott fejlő-
désen mentek keresztül. A jelenleg leggyakrabban alkalmazott módszer azonban két füg-
getlen patológus egyéni döntéseinek összesítésén alapul. Az irodalmi tapasztalatok szerint
a tumorsejtek PD-L1 expressziójának meghatározása tekintetében ez egy viszonylag meg-
bízható technika [46–50], ezzel szemben azonban az immunsejtek PD-L1 pozitivitásának
vizsgálata során az eredmények erősen függnek a használt antitesttől [46]. Emellett a teljes
tumor hiteles reprezentálására metszetek sokaságát kellene a szövetből megvizsgálni, a da-
ganatok közismert heterogenitása miatt. A gyakorlatban nem ritkán a teljes méréshez csak
egy biopsziás minta áll rendelkezésre, így még ha annak többféle metszetét fel is térké-
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pezik, akkor is fennáll a veszélye annak, hogy a teljes tumorra nézve tett következtetések
tévesek lesznek [51]. Ugyanakkor nem szabad elfelejtenünk, hogy a daganatos betegsé-
gek gyógyítására alkalmazott immunterápiás módszerek és a várhatóan pozitívan reagáló
betegek kiválasztásához szükséges feltételrendszer kialakítása még gyerekcipőben járnak.
Így minden tudományos megfigyelés a biomarkerek tulajdonságait illetően fontos lépést
jelenthet a technológia gyakorlatba történő átültetése során.
Annak a vizsgálatára, hogy a betegek várható túlélésének tekintetében valójában mennyi-
re meghatározóak a különböző expressziós szintek mért értékei, illetve a daganat környé-
kén található immunsejtek száma és eloszlása, egy olyan 208 pácienst tartalmazó adathal-
mazt vizsgáltunk [52], ahol a betegek mindegyike primer tüdő adenokarcinómában szen-
vedett, és a betegség lefolyása alatt agyi metasztázist diagnosztizáltak náluk. Mivel az
agyi áttétek a tüdőrák mellett igen gyakran fordulnak elő, és az érintett páciensek túlélési
statisztikái elszomorítóak [53], így feltétlenül relevanciája van egy ilyen speciális beteg-
csoport vizsgálatának. Bár az agyi metasztázisokat sokféle különböző kutatásban elemzik
[54–56], ez az első olyan törekvés, mely kizárólag egy specifikus primer daganat agyi
áttéteinek analízisét tűzte ki célul. A rendelkezésre álló szövetek metszetein a tumorba
beszivárgó, kötőszöveti vázban lévő immunsejtek arányát hagyományos hematoxilin és
eozin (H&E) festéssel két független patológus határozta meg a < 20% és ≥ 20% kate-
góriákba történő besorolással. A daganat felületén vékony vagy vastag rétegben megjele-
nő immunsejtek ottléte alapján a metszeteket két csoportra osztották attól függően, hogy
megjelent-e bármilyen vastagságú immunsejt réteg a tumor felületén vagy sem. A tumor-
és immunsejtek PD-L1 és PD-1 pozitivitását a fent tárgyalt immunhisztokémiai eljárás-
sal a tumorsejtek esetén a 0-1%, 1-5%, 5-10%, 10-50% és 50-100% intervallumokba, az
immunsejtek esetén pedig a 0-1%, 1-5%, 5-10% és 10-100% tartományokba sorolták a po-
zitivitást mutató sejtek arányától függően, az irodalmi standardnak megfelelően [44, 45].
A hagyományos klinikai paraméterek és a szövettani jellemzők figyelembevételével a fent
ismertetett módon Cox-modellt illesztettünk a teljes túlélésre vonatkozó időadatokra (OS:
overall survival; konkordancia: 0,75). Az eredmények alapján a túlélést elsősorban befo-
lyásoló tényezők a primer tumoron végzett műtét (a kockázat kevesebb, mint harmadára
csökken, ha történt műtéti beavatkozás), a kemoterápia (a kockázat több, mint háromszo-
rosára nő kemoterápia hiánya esetén), a páciens életkora (a 60 évnél fiatalabbak körében
kb. feleakkora a kockázat), illetve a tumort körülvevő immunsejtréteg (ha nincs jelen, a
kockázat több, mint másfélszeresre nő). Mivel az egyik fő faktor a primer tumor műtéti
eltávolítása volt, egy klinikailag homogénebb alcsoportra ismételten elvégeztük a modell-
illesztést. Ebben a csoportban a páciensek mindegyike részesült primer műtétben, illetve
csak egyetlen agyi metasztázist azonosítottak náluk. Az így definiált populációban a tu-
mor körüli immunsejtréteg hiánya már háromszoros rizikófaktort eredményezett. Vagyis a
tumorsejtek PD-L1 pozitivitásától függetlenül a várható túlélés azoknál a pácienseknél ma-
gasabb, akiknél a daganat környékén lévő immunsejtek száma magasabb. Ez arra utalhat,
22
Pipek Orsolya Anna Doktori értekezés
hogy ezeknél a betegeknél magas PD-L1 expresszió esetén várhatóan pozitív hatása le-
hetne a fehérje blokkolásának, hiszen a immunsejtek jelenléte biztosítaná az immunválasz
reaktiválását. Ezzel szemben az olyan páciensek, akiknél lokálisan nincsenek immunsejtek
a daganat környékén, egy olyan kombinált terápiából profitálnának a legtöbbet, amelyben
a PD-1/PD-L1 tengely blokkolásával párhuzamosan az immunsejtek sűrűsége a tumorban
szintén növelhető [57]. Hozzá kell azonban tennünk, hogy önmagában a PD-1/PD-L1
pozitivitás prognosztikus jelentőségét nem tudtuk kimutatni a betegcsoporton, így előfor-
dulhat, hogy az agyi áttéttel rendelkező páciensek esetén az anti-PD-1/PD-L1 terápiák nem
feltétlenül hatásosak. Ezt a képet árnyalhatná a klinikailag sokkal homogénebb csoportok
vizsgálata, hiszen nem lehetetlen, hogy a rendelkezésre álló viszonylag alacsony esetszám
miatt a primer műtét és kemoterápia hatása elnyomja a molekuláris sajátosságok következ-
ményeit.
További kutatásaink során azokra a kérdésekre kerestük a választ, hogy megváltozik-e
a tumorban és környékén található tumor- és immunsejtek PD-L1 és PD-1 expressziója
neoadjuváns kemoterápia során [58], léteznek-e korrelációk a potenciálisan biomarkerként
alkalmazható mennyiségek között egy adott páciensen belül, látunk-e összefüggést a pá-
ciens klinikai és a tumor szövettani jellemzői, illetve az expressziós szintek között [59],
továbbá megfigyelhetőek-e különbségek az expressziós szintekben és a daganat környé-
ki immunsejtek megjelenésében a primer tumor és annak metasztázisai között [60]. Az
elemzések során hagyományos statisztikai módszereket használtunk az összefüggések fel-
tárására. A korrelációkat a Spearman-féle ρ rangkorrelációs együttható meghatározásával
vizsgáltuk, aminek a hagyományos Pearson-korrelációhoz képest megvan az az előnye,
hogy nem kifejezetten a két változó közti lineáris összefüggés azonosítására szolgál, hanem
minden olyan esetben magas abszolút értéket vesz fel, mikor az egyik vizsgált mennyiség
a másiknak monoton függvénye. A kapott ρ érték tényleges szignifikanciája felmérhető
egy olyan hipotézis-teszttel, mikor a nullhipotézis szerint a két mennyiség korrelálatlan
(vagyis ρ = 0). A túlélési analízisek során a már fent tárgyalt Cox-féle többváltozós mo-
dellt használtuk az arányos kockázatok kritériumának változónkénti tesztelése, majd az
AIC minimalizálására törekvő modellszelekciós lépések elvégzése után. Amennyiben a
különböző paraméterek változásait vizsgáltuk a primer tumor és a metasztázis között, a
pácienseket három csoportra osztottuk aszerint, hogy az adott mennyiség nőtt (+1), csök-
kent (−1) vagy nem változott (0). Az így számszerűsített változási irányok átlagán végzett
t-próbával azt vizsgáltuk, hogy az átlag szignifikánsan eltért-e a nullától, vagyis látható-e
bármilyen szisztematikus tendencia a változások irányában.
Különböző szövettani altípusokba tartozó primer tüdőtumorral diagnosztizált pácien-
sek esetén azt vizsgáltuk meg, hogy a diagnóziskor gyűjtött biopszia és a neoadjuváns
platina-bázisú kemoterápiát követően végzett műtéti eltávolításból származó minta között
milyen eltérések voltak megfigyelhetők [58]. A tumort infiltráló immunsejtek arányát a
fent leírt módon H&E festéssel, az expressziós szinteket pedig szintén a tárgyaltaknak
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megfelelően immunhisztokémiai eljárással sorolták be a megfelelő szemikvantitatív skála
intervallumaiba. Annak érdekében, hogy pontosabb képet nyerjünk a tumorsejtek PD-L1
expressziós szintjének változásáról, a metszeteket újrakategorizálták a nagyobb felbontású
0-1%, 1–5%, 6–10%, 11–20%, 21–30%, 31–40%, 41–50%, 51–60%, 61–70%, 71–80%,
81–90% és 91–100% skálán. Mivel összesen 41 páciens mintapárja állt csak rendelkezé-
sünkre a kutatás során, a kapott összefüggéseket sokkal inkább előzetes tendenciákként,
mint statisztikailag megerősített tényként kell interpretálnunk. A legszembetűnőbb ered-
mény talán az volt, hogy a neoadjuváns kemoterápia hatására a PD-L1-et kifejező tumor-
sejtek aránya az esetek kb. negyedében csökkent (24,4%), jelentős részében nem változott
(68,3%) és csak elvétve nőtt (7,3%). Azoknál a pácienseknél, ahol csökkenést tapasztal-
tunk, a csökkenés gyakran igen számottevő volt (például 70%-os arányról <1%-ra). Ezek
az eredmények a korábbi kutatások tapasztalataival is egybevágnak [61, 62]. Erre alapozva
felmerülhet a gyanú, hogy a platina-bázisú kemoterápiás szerek célzottan a PD-L1 pozitív
tumorsejteket pusztítják, így a globális expressziós szint csökkenését idézik elő. A rendel-
kezésünkre álló 10 olyan esetből, ahol ténylegesen csökkent a PD-L1 pozitív tumorsejtek
aránya, 8-nál igazoltan csökkent a tumor mérete a kezelés hatására (1 esetben nem volt
adatunk a terápiás válaszról). Annál a három betegnél azonban, ahol az expressziós szint-
ben növekedést figyeltünk meg, a tumor mérete szintúgy lecsökkent, így a fenti elmélet
önmagában még nem ad magyarázatot a látottakra. A tényleges orvosi relevanciával bí-
ró tendenciák megfigyeléséhez természetesen jóval nagyobb adathalmazra lenne szükség.
Mégis érdemes hangsúlyozni az eredmények jelentőségét: mivel az immunterápiát jelenleg
tipikusan olyan esetekben alkalmazzák, ahol az elsődleges kemoterápiás kezelés, illetve a
műtéti eltávolítás nem járt sikerrel, rendkívül fontos felmérni, hogy a kezdeti kezelések
mennyiben befolyásolják azoknak a biomarkereknek az értékét, melyek alapján a páciens
jogosulttá válik az immunterápiára. Amennyiben tehát a kemoterápia valóban megvál-
toztatja a PD-L1 expresszió szintjét, különös gondot kell fordítani arra, hogy a páciensek
szelekcióját a kezelést követően gyűjtött mintákra alapozzák.
Bár a klinikai gyakorlatban egyelőre kizárólag a PD-L1 pozitív tumorsejtek arányát
használják biomarkerként az immunterápiára való jogosultság meghatározásánál, felme-
rül az igény egyrészt precízebb, másrészt olcsóbban tesztelhető prediktorok azonosításá-
ra. Valójában csak a magas PD-L1 expresszióval rendelkező páciensek fele reagál jól a
PD-1/PD-L1 inhibitor kezelésre, ezzel szemben pedig néhány esetben a PD-L1 negatív
tumorok mérete is csökken az immunterápia hatására [63]. Mivel a diagnosztika során
rutinszerűen alkalmazott H&E festésnél számos olyan szövettani paraméter meghatározás-
ra kerül, melyeknek nincs közvetlen kihatása a kezelés kiválasztására [64, 65], praktikus
lenne az ezek és a csak költségesen mérhető expressziós szintek közti összefüggéseket
feltárni. A tüdő adenokarcinómától szenvedő betegek esetében eddig egyedül a lepidikus
növekedési mintázat és a PD-L1 pozitív tumorsejtek aránya között igazoltak negatív kor-
relációt [66–68]. Laikus szempontból ez az összefüggés úgy magyarázható meg, hogy
24
Pipek Orsolya Anna Doktori értekezés
lepidikus növekedéssel azok a típusú daganatok jellemezhetőek, melyeknél a tumorsejtek
csak a meglévő tüdőhólyagocskák mentén helyezkednek el, és nem érték el a kötőszöveti
vázat, az ereket, illetve a mellhártyát, vagyis kevésbé agresszívak. Ezzel szemben a PD-L1
pozitivitás arra utal, hogy a tumorsejtek sikeresen kijátszották a szervezet tumorellenes
immunválaszát, vagyis hatékonyan tudnak növekedni. Így érezhető, hogy a kétféle jelen-
ség várhatóan egymást kizáróan fordul elő. Ezzel együtt azonban világos, hogy az ilyen
jellegű megérzéseket kétséget kizáróan igazolni kell, mielőtt a klinikai gyakorlatba átültet-
hetőek lennének. A növekedési mintázat mellett a H&E festés során meghatározzák még a
tumor rosszindulatúságának fokát (grade), az esetleges nekrózis (szövetelhalás) jelenlétét,
az érrendszer érintettségét, illetve a kötőszöveti immunsejtek sűrűségét. Ezeknek a para-
métereknek és expressziós szintek kapcsolatának vizsgálatához egy 268 tüdő adenokarci-
nómás páciensből álló betegcsoport műtéti mintáit elemeztük a fent tárgyalt H&E festési
és immunhisztokémiai módszerekkel. A Spearman-korrelációs együtthatók meghatározá-
sa mellett kapott p-értékeket a többszörös tesztelésre a Holm-Bonferroni [69] módszerrel
korrigáltuk és a továbbiakban csak azokat az eredményeket tárgyaljuk, melyek a korrekció
után is szignifikánsak maradtak az α = 0,05 szignifikancia-szint mellett.
Az eredményeink alapján a rosszindulatúság foka gyenge pozitív korrelációt mutat a
nekrózis jelenlétével (ρ = 0,325), illetve gyengén negatívan korrelál a lepidikus növeke-
dési mintázat megfigyelhetőségével (ρ = −0,339). Mindkét megfigyelés beleillik a naiv
szemléletbe, miszerint az agresszívabb tumorok várhatóan szövetelhalással is járnak és
nem a kevéssé invazív lepidikus növekedési mintázat szerint terjednek. Az expressziós
szintek kapcsán a tumorsejtek és az immunsejtek PD-L1 pozitivitása közti pozitív korrelá-
ciót érdemes megemlítenünk (ρ = 0,430), melyet korábban kevert szövettani altípusú tüdő-
daganatos betegek csoportján már azonosítottak [70]. A vizsgált klinikai paraméterek (kor,
COPD, dohányzás, nem) esetében egyedül az az összefüggés tűnt szignifikánsnak, hogy
a dohányzók körében általában magasabb az immunsejtek PD-1 pozitivitása (ρ = 0,275).
A nekrózis jelenléte és az immunsejtek PD-1, illetve a tumorsejtek PD-L1 pozitivitása kö-
zött gyenge pozitív korrelációt figyeltünk meg (rendre ρ = 0,290 és ρ = 0,283), melyet
korábbi kutatások nem demonstráltak. A fent tárgyalt szövettani paraméterek közti össze-
függésekből logikusan következtetve, illetve korábbi irodalmi adatok alapján [66–68] a
lepidikus növekedési mintázat, illetve a tumorsejtek PD-L1 expressziós szintje között ne-
gatív korrelációt vártunk, mely egyidejűleg mindhárom vizsgált expressziós paraméterre
beigazolódott (immunsejtek PD-1: ρ = −0,302; immunsejtek PD-L1: ρ = −0,306; tu-
morsejtek PD-L1: ρ = −0,329). Ezek az eredmények bár önmagukban jelentéktelennek
tűnhetnek, nem szabad elfelejtenünk, hogy a szervezetben fellépő antitumor immunválasz
molekuláris mechanizmusai korántsem tisztázottak, így az ilyen heurisztikus megfigyelé-
sek a különböző paraméterek aggregált értékei között fontos ugródeszkát jelenthetnek a
megértésükben.
Hasonlóan a kemoterápiás szerek hatásának vizsgálatához, felmerül a kérdés, hogy
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amennyiben a primer tumor a betegség lefolyása során metasztatizál, elegendő-e pusztán
a primer daganatból származó mintát elemezve levonni a következtetéseket az immunterá-
pia alkalmazhatóságára vonatkozóan. Vagyis az expressziós szintek vajon változnak-e az
eredetileg mért értékeikhez képest a különböző szövetekben megjelenő áttétekben. Mivel
gyakran előfordul, hogy nincs lehetőség mind a primer tumor, mind pedig a metasztázis
biopsziás mintavételezésére, így a két szövetben mért PD-1/PD-L1 pozitivitás közti erős
korreláció arra utalna, hogy az egy szöveten meghatározott értékek jó becslések lehetnek
a nem mintavételezhető szövet esetében is. Ennek a kérdésnek a feltérképezéséhez 61
páciens olyan primer tüdő adenokarcinóma mintáit használtuk fel, melyekhez agyi me-
tasztázisból származó minta is tartozott [60]. A szövettani paraméterek meghatározása a
kutatás során a fent leírtak alapján történt. Mivel a mennyiségek közti tényleges korrelá-
ciók megállapításához nem célszerű a mesterséges küszöbértékek bevezetése, ezért alap-
vetően az expressziós szintek fenti szemikvantitatív skálán meghatározott értékeit használ-
tuk. Ugyanakkor mind korábbi tanulmányokban [44, 45], mind a klinikai gyakorlatban
[71–74] sűrűn használják a különböző küszöbértékeket a páciensek kategorizálására. Pél-
dául azokban az esetekben amikor a primer nem-kissejtes tüdőrák (NSCLC: non-small
cell lung cancer) platina-bázisú kemoterápiás kezelése után a betegség előrehalad, az anti
PD-L1/PD-1 terápiát másodlagos kezelésként azoknak a pácienseknek javasolják, akiknél
a PD-L1 pozitivitás meghaladja az 1%-ot. Továbbá a pembrolizumab nevű PD-1 blokko-
ló gyógyszer használata elsődleges kezelésként is elfogadott olyan NSCLC-től szenvedő
betegeknél, ahol a tumorsejtek PD-L1 expressziós szintje nagyobb 50%-nál. Különböző
tanulmányok arra az eredményre jutottak, hogy az 5%-os küszöbbel definiált PD-L1-et
expresszáló, illetve nem expresszáló tumorsejtekkel rendelkező betegek között azok profi-
táltak jobban a nivolumab nevű immunterápiás szer használatából, akiknek a tumorsejtjei
PD-L1 pozitívak voltak. Így tehát megvizsgáltuk, hogy az ezen küszöbértékek alapján
két csoportra osztva a betegeket, fennállnak-e a kérdéses korrelációk. Vagyis egy előzetes
vizsgálat során kiválasztottuk azt a küszöbértéket (vagy annak hiányát), melynek használa-
tával az adott korreláció a legszignifikánsabb volt a kérdéses paraméterek között és az így
szűkített összehasonlítások listáján alkalmaztuk a Bonferroni-korrekciót a többszörös tesz-
telés kompenzálására. (Nem lenne indokolt a Bonferroni-korrekció használata az összes
elvégzett vizsgálaton, hiszen ezek paraméter-páronként erősen függnek egymástól, mivel
csak a küszöbérték konkrét megválasztásában különböznek.)
A vizsgálatok során nem találtunk szignifikáns korrelációt sem a daganatot infiltráló
immunsejtek mennyisége, sem pedig a tumor felületén létrejövő immunsejtréteg megjele-
nésének tekintetében a primer tüdőtumor és az agyi metasztázis között. A két paraméter
mennyisége között egyébként egy konkrét tumoron belül sem találtunk összefüggést. Ez-
zel szemben a tüdő daganatban és az agyi áttétben lévő tumorsejtek PD-L1 pozitivitása
között erős pozitív korrelációt láttunk, küszöbérték használata nélkül és az összes standard
küszöbértékkel is. Ez az összefüggés nem állt fenn sem az immunsejtek PD-1, sem pedig a
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PD-L1 pozitivitására vonatkozóan. Ez arra enged következtetni, hogy bár az agyi áttét sejt-
jei rendkívül hasonlóak PD-L1 expresszió tekintetében a primer tumor sejtjeihez, a lokális
immunkörnyezet jelentősen eltér a két szövetben. Ez azt jelenti, hogy ha kizárólagosan
a tumorsejtek PD-L1 pozitivitása marad meg a klinikai gyakorlatban biomarkerként az
immunterápia hatékonyságának predikciójára vonatkozóan, akkor a primer tumorból vett
minta elemzése elegendő az agyi áttét kezeléséhez is. Ha azonban a tumorsejtek PD-L1
expressziós szintje mellett az immunsejtek lokális sűrűsége, illetve azok PD-1/PD-L1 exp-
ressziója is szerepet játszik majd a kezelés kiválasztásában, az agyi áttétek alapos vizs-
gálata szükséges a döntést megelőzően. Emellett minden fent vizsgált paraméterre meg-
határoztuk azoknak a pácienseknek a számát, akiknél az adott paraméter értéke a primer
daganatról az áttétre nőtt/csökkent vagy nem változott. A betegek változás-szerinti elosz-
lásait összevetettük a különböző kezelést kapott páciensek csoportjaiban. Azt tapasztaltuk,
hogy a változás irányának eloszlása egyik szövettani paraméter esetén sem függött szigni-
fikánsan attól, hogy a betegek milyen terápiában részesültek a primer tumor diagnózisa és
az agyi metasztázis műtétje között.
A fentiek alapján körvonalazódik a kép, miszerint az immunterápia bár rendkívül ígére-
tes eredményeket ad olyan esetekben, amikor a hagyományos gyógymódok mind kudarcot
vallottak [57], mégis sok a tennivaló még, mire a használata ténylegesen elterjedhet és
biztonsággal kiválasztható azoknak a pácienseknek a köre, akiknél valóban pozitív hatása
lehet. Kutatásaink során arra törekedtünk, hogy a PD-1/PD-L1 tengely gátlását szolgáló
immunterápiás szerek esetében a potenciálisan legjobban használható prediktív biomarke-
rek skáláját feltérképezzük. Ennek érdekében vizsgáltuk a tumor környéki immunsejtek (a
daganatba beszivárgó stromális, illetve a daganat körüli immunsejtgyűrű) jelenlétének, az
immunsejtek PD-1/PD-L1 pozitivitásának, illetve a tumorsejtek PD-L1 expressziós szint-
jének hatását a túlélésre vonatkozóan, ezek változásait különböző terápiás szerek hatásá-
ra, illetve a primer tumorról a metasztázisra, továbbá korrelációikat az egyéb szövettani és
klinikai paraméterekkel. Az elemzések során törekedtünk a klinikailag homogén betegcso-
portok kiválasztására, hogy az eredményeket a lehető legkevésbé befolyásolják a kutatás
hatáskörén kívül eső, nem kontrollált paraméterek.
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AZ ÚJ GENERÁCIÓS SZEKVENÁLÁSI TECHNOLÓGIÁK HÁTTERE
ÉS A BENNÜK REJLŐ LEHETŐSÉGEK
A DNS-SZEKVENÁLÁS RÖVID TÖRTÉNETE ÉS ÁLTALÁNOS CÉLJAI
A DNS-szekvenálás valójában alig több, mint 40 éves múltra tekinthet vissza [75],
mégis ebben a néhány évtizedben gyökeresen átalakult mind a módszer technológiai hát-
tere, mind pedig a potenciális felhasználási területek sora. Az 1950-60-as évek vívmányai
lehetővé tették a fehérjékben az aminosavsorrend meghatározását, illetve az RNS nukleot-
idszekvenciájának megállapítását. Ez a forradalmi eredmény, az alanintranszfer RNS-ének
76 nukleotidos szekvenciájának azonosítása öt ember három éves munkájába került [76].
Végül 1976-ban kétféle DNS-szekvenálásra vonatkozó törekvés is sikerrel zárult. Mind-
két módszer lényege az volt, hogy a DNS-t specifikus nukleotidoknál feltördelték, majd a
keletkező darabok hosszának megállapításával a genomi pozíciók megfeleltethetőek vol-
tak az adott nukleotidnak. Sanger és Coulson a meglévő DNS-szál mellé úgy szintetizált
egy másikat, hogy a szokványos építőkövek és a szintézist végző enzim mellé alacsony
koncentrációban fluoreszcensen megjelölt, egy specifikus nukleotidot tartalmazó, a szinté-
zist blokkoló elemeket is hozzákevert [77]. Így azoknál a bázisoknál, melyek a blokkoló
elemben jelenlévő nukleotid komplementerei voltak, időnként véletlenszerűen megszakadt
a növekedés [78]. Maxam és Gilbert ezzel szemben egy kémiai módszert használt a DNS
feldarabolásához [79]. A szekvenálni kívánt DNS-szál felszaporítása után az összes máso-
latot radioaktívan megjelölték, majd ezt követően olyan kémiai anyagokkal kezelték őket,
melyek egy vagy kétféle specifikus bázist eltüntettek, végül pedig a DNS-t az abázikus
helyek mentén feltördelték. Mindkét módszer esetén a kapott DNS-szakaszokat gélelekt-
roforézissel [79] hossz szerint, egy bázisos felbontásban szétválogatták, az így kapott „lét-
raszerű” képekből pedig a bázissorrend azonnal leolvasható volt. Néhány további újítás
és automatizálás bevezetése után ezek a technikák széles körben elterjedtek, és az első
generációs szekvenálási gépek egész sora jelent meg a piacon [80–84]. A szekvenált sza-
kaszok („short read”-ek) hossza a kilobázisos (1 kb = 103 bázis) nagyságrendbe esett, az
ennél hosszabb genomok vizsgálata során pedig az ún. „shotgun” szekvenálási módszer-
rel, az egymással átfedő DNS-szakaszok szekvenálásával állították össze a teljes vizsgált
szekvenciát. Ehhez nagy segítséget jelentett az ún. „paired-end sequencing” kifejleszté-
se, melynek során a vizsgált, fix hosszúságú DNS-szakasz két végéről kezdve olvasták le
a bázisokat, így a keletkező short readek közti genomi távolság ismert volt, mely jelen-
tősen könnyítette a genom rekonstruálását. Egy nagy genom rövid szekvenálási readek-
ből történő összeillesztésére „de-novo assembly”-ként (de-novo illesztés) hivatkozunk. A
nagyszabású, 1990-ben induló Humán Genom Projekt igáslova is ez a technológia lett,
melynek során 2001-re megszületett a teljes emberi genom szekvenciájának első vázlata,
majd 2004-re az első végleges verziója [3, 85].
Az 1980-90-es évek során folyamatos erőfeszítések irányultak a szekvenálási procedúra
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gyorsabbá és olcsóbbá tételére. Bár a Humán Genom Projekt még nem profitált ezekből az
újításokból, nagyjából egy évtizeddel a befejezése után az új- vagy másod-generációs szek-
venálási technikák (NGS: next-generation sequencing) már messze túlszárnyalták az ere-
deti Sanger-féle módszert. Ezeknek a használata során a hagyományosan elemzett egyet-
len DNS-szál helyett egyszerre szálak millióit lehet párhuzamosan szekvenálni [86], to-
vábbá az utólagos, időigényes hossz szerinti szelektálást felváltotta az élőben zajló SBS
(sequencing-by-synthesis; „szekvenálás szintézissel”) eljárás, mikor a mintaként használt
szálhoz egyesével hozzáépülő bázisokat azonnal a szintézis során leolvassák. Ezt részben
a hídnövesztés (bridge amplification) módszere tette lehetővé, mellyel egy felületre ritká-
san rögzített DNS-szálak közvetlen környezetében a szálak egzakt másolatait tartalmazó
klaszterek növeszthetők. A szintézis során az egy klaszterbe tartozó kb. 1000 mintaszál
mellé beépülő azonos bázis fluoreszcens fénye már detektálható jelet ad [86]. Ahhoz, hogy
a szintézis ezek után folytatódhasson, fontos volt az olyan reverzibilisen blokkoló építő-
elemek kifejlesztése, melyeknek a szintézist gátló hatása visszafordítható volt. 2005-ben
megjelent az első kereskedelmi forgalomban is kapható NGS készülék [75], majd hama-
rosan különböző cégek sokasága dobott a piacra hasonló eszközöket. 2007 és 2012 között
az egy bázisra eső szekvenálási költség négy nagyságrenddel csökkent [4]. 2012 óta a
versengés némileg leapadt, és az Illumina nevű cég gyakorlatilag monopol szerepet élvez
[87], így a manapság legkönnyebben hozzáférhető szekvenálási adatok jelentős része va-
lamilyen típusú Illumina platformon keletkezett. A szekvenált short readek hossza ugyan
tipikusan csak néhány száz bázis, de a nagyon alacsony leolvasási hibaráta (kb. 0,1%) és a
megfizethető költségek miatt a módszer töretlen népszerűségnek örvend.
Ugyanakkor, mivel az NGS technológiák majdnem mindegyike erősen támaszkodik a
minta DNS-szálak amplifikációjára, mely gyakran szisztematikus, szekvencia-függő hi-
bákhoz vezet, felmerült az igény a gyors, de sokszorosítás-mentes szekvenálási módszerek
kifejlesztésére. Ezzel az ötlettel már az 1980-as évek óta aktívan foglalkoztak, de a törek-
vések nagy része kudarcba fulladt. Az utóbbi években azonban kétféle megoldás is ígéretes
eredményeket hozott, ezek az ún. harmadik-generációs szekvenálási módszerek. A Paci-
fic Biosciences (PacBio) nevű cég egy olyan módszert tökéletesített [88], melynél az SBS
egyetlen DNS-szálon megy végbe, és a beépülő, egyetlen egy bázis fluoreszcens jelét úgy
különítik el a szál körüli oldatban található többi építőelem zajától, hogy a reakciót egy
zéró-módusú hullámvezető (ZMW: zero-mode waveguide) aljára korlátozzák, melynek a
lineáris dimenziója kisebb, mint a megvilágító fény hullámhossza, így annak intenzitása
exponenciálisan csökken a hullámvezető belseje felé [89]. Ezzel tehát a megfigyelt tér-
fogat méretét a 10−21 liter nagyságrendre lehet szűkíteni. A PacBio szekvenálás előnye
az amplifikációs lépés kiküszöbölése mellett, hogy rendkívül hosszú, 10 kb-t is megha-
ladó readek hozhatók létre vele, melyek a de-novo illesztést (egyszerűen kombinatorikai
szempontból) nagyban megkönnyítik. Ezzel szemben a bázisok leolvasási hibája a 10%-os
nagyságrendbe esik, de véletlen eloszlású, vagyis nem függ a szekvenciális környezettől.
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A másik sikeresnek ígérkező sokszorosítás-mentes eljárás, a nanopore szekvenálás azt az
elvet használja ki, hogy amennyiben egy DNS-szálat egy vékony ioncsatornán keresztül-
húzunk, az áramló ionok áramában megfigyelhető mintázatok összefüggésben állnak az
éppen keresztülhaladó nukleobázisok típusával. Az ágazat legfőbb képviselője az Oxford
Nanopore Technologies (ONT) cég, mely 2014-re egy olyan szekvenáló eszközt fejlesztett
(MinION) [90], ami méretre alig nagyobb egy hagyományos pendrive-nál, így korábban el-
képzelhetetlen előnyöket jelenthet a terepen történő mintavételezés és elemzés során. Bár a
leolvasási pontosság egyelőre igen gyenge, a generált hosszú readek és a rendkívül könnyű
hordozhatóság miatt nagy érdeklődés övezi a technika fejlődését.
Bár a harmadik-generációs szekvenálási módszerek nagyon reménytelinek tűnnek, a
jelenleg elérhető adatok nagy része még főként NGS-alapú technikával keletkezett. Így a
továbbiakban elsősorban az ilyen típusú szekvenálási adatok bioinformatikai elemzésére
koncentrálunk.
A SZEKVENÁLÁS CÉLJAI ÉS SZEREPE A BIOMARKER KUTATÁSBAN
A kezdetekben, amikor a DNS-szekvenálás elsődleges célja a különböző genomok nagy
skálás feltérképezése volt, a fő feladatot a repetitív szakaszokkal tarkított szekvenciák tech-
nikai hibáktól terhelt short readjeinek de-novo összeillesztése jelentette. A Humán Genom
Projekt során a relatíve hosszú, paired-end readeket generáló, ámde költséges és lassú shot-
gun szekvenálást használták. Az NGS technológiák elterjedésével a szekvenált genomok
száma jelentősen megugrott, de a rövid readeknek köszönhetően ezek minősége elmaradt a
shotgun szekvenálás eredményeitől. A harmadik-generációs módszerek megjelenése azon-
ban új lehetőséget jelent az így feltárt genomok finomhangolására és minőségük javítására
[75].
A Humán Genom Projekt lezárásával a logikus következő lépcső a genomok újra-
szekvenálása és az emberek közti egyéni különbségek feltárása volt. A szekvenált short
readeknek egy meglévő referenciagenomhoz történő újraillesztése merőben más és jóval
egyszerűbb kihívás volt, mint a de-novo összeállítás. Az újonnan elterjedő számítógépes
algoritmusoknak hála ez manapság rutinfeladatnak számít. A kellően redundánsan szek-
venált genomok, vagyis ahol egyetlen genomi régióra átlagosan több short read is ráillik,
lehetővé teszik az egyének közti eltérések, vagyis a mutációk feltérképezését. Az adott
genomi pozícióra illesztett short readek számát lefedettségnek (coverage) nevezzük, a kb.
30-as átlaglefedettség már elegendő a mutációk megbízható detektálásához. Genomi mu-
táció természetesen bármilyen eltérés lehet a referenciaként használt genomhoz képest.
Nagy skálán elképzelhető hosszú genomi régiók, akár teljes kromoszómák eltűnése (de-
léció) vagy többszöröződése (duplikáció), genomi szakaszok beillesztődése (inzerció) és
cseréje (transzlokáció) különböző kromoszómák között, egy-egy régió irányának megvál-
tozása (inverzió) és ezek tetszőleges kombinációja. Az ilyen jellegű nagy-skálás mutációk
gyakran nem összeegyeztethetők az élettel, amennyiben pedig igen, tipikusan genetikai
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betegségek okozói. Hasonlóan, kis-skálán, nukleobázisos felbontásban is beszélhetünk
néhány bázis hiányáról (deléció), a referenciagenomban nem szereplő bázisok beszúródá-
sáról (inzerció), vagy egy-egy bázis típusának megváltozásáról (pontmutáció; SNV: single
nucleotide variation). A továbbiakban főként a kis-skálás mutációk elemzését tűzzük ki
célul.
Alapvetően az egészséges egyének közti különbségeket (pl. szemszín, orr forma, stb.)
kódoló genetikai eltérések is mutációként jelennek meg a genomok összehasonlítása során,
ezeknek a vizsgálata azonban érthető okokból kevésbé hangsúlyos szerepet kapott, mint a
betegségeket kódoló mutációk feltérképezése.
A DNS mutációját számos kiváltó tényező okozhatja, véletlen és célzott elváltozások
egyaránt megjelenhetnek benne, melyek a teljes szervezet elpusztulását is okozhatják. A
károsító hatások lehetnek külső, exogén tényezők (pl. UV-sugárzás, vírusok, stb.), de akár
normális endogenetikus metabolikus folyamatok is, melyek naponta átlagosan ötszázezer
molekuláris hibát generálnak a DNS szálon. Természetesen ez az érték az összesen kb.
3 milliárd bázisból álló láncon csekélynek tűnik (kb. 0,00017%), de ha a működéshez
alapvetően szükséges gének károsodnak, úgy egyetlen bázison esett hiba is végzetes le-
het. Továbbá, mivel a kettős hélix szerkezet megköveteli a két DNS szál egymáshoz való
kapcsolódását, az egyik szálon lévő báziscsere a két lánc kettéválását is eredményezhe-
ti. Az esetek jelentős részében a károsult vagy mutálódott DNS többszöröződése éppen
a megjelenő hiba miatt akadályoztatva van, így a hibás DNS-sel rendelkező sejtek hamar
elpusztulnak, számuk elenyésző lesz. Néhány mutáció esetén azonban előfordulhat, hogy
a módosult DNS-ű sejtek éppen a mutáció által valamiféle evolúciós előnyre szert téve
gyorsabban szaporodnak, mint egészséges társaik, ezzel az egész szövetet veszélyeztetve.
Különösen a gyorsan osztódó sejtek esetében jelent ez komoly problémát: a mutált sejtek
korlátlan elszaporodása rákot okozhat. Fontos megjegyezni, hogy a DNS-t érintő hibák
javarészt természetesek és a szervezetben működő számos javítási mechanizmusnak hála
többségében korrigálódnak is. A valós problémát tehát nem közvetlenül a DNS meghibá-
sodása okozza, hanem a javító folyamatok nem rendeltetésszerű lefolyása.
A DNS-javító mechanizmusok az észlelt hibától függően rendkívül sokszínűek lehet-
nek, az alábbiakban a teljesség igénye nélkül tekintünk át néhányat közülük. A legegysze-
rűbb esetekben a károsodás direkt módon visszafordítható, amennyiben teljesen egyértel-
mű, hogy a módosult DNS milyen eredeti alakból keletkezhetett. Ez a helyzet például az
egy szálon kialakuló pirimidin dimerek esetén, melyek javítását a fotoliáz nevű enzim kata-
lizálja, éppen az elnyelt UV fény aktivációjának hatására. Hasonlóképpen például a guanin
metilációját a metilguanin metiltranszferáz (MGMT) enzim tudja visszafordítani. Ha a ket-
tős hélixnek csak az egyik szálán sérül nukleotid, a hiba viszonylag egyszerűen javítható,
hiszen a másik szál felhasználható mintaként. A korrigálás tipikusan két lépésből tevődik
össze: elsőként a mutálódott nukleotid eltávolításra kerül, majd az üres helyre a szem-
közti szál megfelelő pozíciójának komplementer bázisát behelyezi egy enzim. Többféle
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mechanizmus alkalmas ilyen jellegű javításra: a BER (base excision repair) elsősorban az
oxidálódott, alkilizálódott vagy hidrolizálódott nukleotidokat cseréli ki, a NER (nucleotide
excision repair) a hélixszerkezetet torzító mutációkat ismeri fel és javítja ki, az MMR (mis-
match repair) pedig a nem összetartozó (tehát nem AT vagy CG) bázispárokat korrigálja.
Lehetséges károsodási forma, amikor a DNS mindkét szála elszakad. Az ilyen hibák javí-
tására két fő mechanizmus alkalmas: az NHEJ (non-homologous end joining), ami a DNS
szál két végét gyakorlatilag közvetlenül „összeragasztja”. A mechanizmus egyik altípu-
sa (MMEJ: microhomology-mediated end joining) során valójában a javítást végző enzim
keres egy rövid átfedő szakaszt a két szálon és amennyiben talál ilyet, a láncokat csatla-
koztatja egymáshoz. Mivel azonban ekkor egyes bázisok elveszhetnek a láncvégekről, ez
a mechanizmus óhatatlanul deléciókat eredményez. Fontos előnye azonban, hogy a javítás
nem igényel egy érintetlen, mintának alkalmasan használható DNS részletet. Amennyiben
mégis lehetőség van minta használatára (például a homológ pár másik tagja rendelkezés-
re áll, vagy a mitózis során a kromoszómakettőződés utáni fázisban a testvérkromoszó-
ma használható e célra), a rekombinációs (HR: homológ rekombináció) eljárással sokkal
pontosabb javításra van lehetőség, ekkor ugyanis a mintaként használt szakasz mintegy
átmásolódik a sérült kromoszómára. Amennyiben nem sikerül a hibát kijavítani, a problé-
ma kezelésére a sejt számos további opciót alkalmazhat. A hagyományos DNS-polimeráz
enzimek (melyek a DNS másolásánál az új DNS összerakását végzik) nem képesek a hi-
bás DNS-t mintaként használva újat legyártani, a károsodást elérve megakadnak és a szá-
lon nem tudnak továbbhaladni. Lehetséges azonban ezeknek az enzimeknek a kicserélése
olyanokra, melyek bizonyos toleranciával rendelkeznek a károsodásokkal szemben, ezzel
lehetővé téve még a sérült DNS replikációját is. (Természetesen így az újonnan legyártott
szálon is megmarad az eredetin észlelt hiba.) Az ilyen jellegű mechanizmusok gyakran
hajlamosak pontmutációk beillesztésére, mivel azonban a DNS sokszorosítása feltétlenül
szükséges a sejthalál elkerüléséhez, többnyire az ilyen „tévesztések” preferáltabbak, mint
a másolás teljes megakasztása.
A DNS-javító mechanizmusok mindegyike rendkívül komplex, számos enzim és egyéb
fehérje interakcióját teszi szükségessé. A továbbiakban a részletek pontos leírásától elte-
kintünk és csupán két fehérje DNS-javító szerepét emeljük ki illusztratív példaként. A
PARP1 enzim és közvetve az azt kódoló PAPR1 gén elsősorban az egy szálas DNS-törések
javításában játszik jelentős szerepet. Amennyiben a PARP1 valamilyen okból hiányzik a
sejtből, és emiatt az egyszálú töréseket nem sikerül időben kijavítani, azok kettős szálú
töréssé alakulnak, melyeket a HR gyakorlatilag hiba nélkül képes korrigálni, így egy nem
HR-hiányos sejtben ez nem okoz valódi problémát [91]. A BRCA1 nevű fehérje (és az
azt kódoló azonos nevű gén) más fehérjékkel együtt a kettősszálú törések javításáért felel.
A BRCA1 fehérje a HR-t végző fehérjekomplexnek a tagja, ami megfelelő minta mel-
lett a kettétört DNS-t hiba nélkül képes eredeti formájában reprodukálni. Emellett részt
vesz a MMR folyamatokban is, ezzel jelentősen hozzájárulva a genom stabilizálásához.
32
Pipek Orsolya Anna Doktori értekezés
A BRCA1 gén mutációja az emlő-, petefészek- és néha a prosztatadaganattal diagnoszti-
zált betegek számottevő részénél megfigyelhető. Ebből tehát arra lehet következtetni, hogy
a gén és az általa kódolt fehérje helyes működése elengedhetetlen a szervezet normális
működésének fenntartásához. Ugyanakkor a homológ rekombináció hibájára utaló egyér-
telmű jel komoly fegyvertény a daganat gyógyításának tekintetében. Ha a rákos sejtek-
ben ismerten rosszul működik a kettős száltörések javítása, érdemes lehet az ilyen jellegű
hibákat célzottan előidézni. A fentiek alapján ezt legegyszerűbben az egyszálas törések
javítatlanul hagyásával lehet elérni, vagyis a PARP1 blokkolásával, ami az egészséges sej-
tekben nem tesz komolyabb kárt, a HR-hiányos tumorsejtekben azonban végzetes hatása
van. A PARP-inhibitorokat többféle daganattípus esetén sikerrel alkalmazzák [92]. A BR-
CA1 gén mutációja mellett a homológ rekombinációs mechanizmus hiányára utalhatnak a
BRCA2 és PALB2 fehérjéket kódoló gének elváltozásai is. Vagyis egy daganatban a konk-
rét mutációk feltérképezése fontos információt jelenthet arra vonatkozóan, hogy a páciens
várhatóan milyen kezelésre reagál majd pozitívan. Így egyrészt a potenciálisan nem mű-
ködő kezelésekkel nem kell feleslegesen terhelni a beteg szervezetét, illetve a személyre
szabott terápiákkal a kezelés költségei is csökkenthetők.
Ahhoz azonban, hogy a DNS mutációit, mint biomarkereket alkalmazhassuk a gyógyá-
szatban, elsőként a megbízható mutáció detektálás lépéseit és a felmerülő bioinformatikai
nehézségeket kell áttekintenünk.
AZ ADATFELDOLGOZÁSI FOLYAMAT TIPIKUS LÉPÉSEI
A fentiek szerint az SBS során a különböző színű klaszterekről készített sorozatos ké-
pek kiértékelésével kapható meg a readenkénti bázissorrend. A gyakorlatban valójában
négy szürkeárnyalatos kép készül, melyekről a klaszterek helyén a színintenzitás megha-
tározása útján dönthető el, hogy milyen típusú bázis épült be a növekvő DNS-szálakba az
adott ciklusban. Ez bár koncepcionálisan nem tűnik bonyolult feladatnak, a gyakorlatban
nem triviális a mm2-enként nagyságrendileg egymillió klaszter végigkövetése. A leolvasás
bizonytalanságát az ún. base quality értéke jelöli, melyet minden leolvasott bázishoz hoz-
zárendelnek a szekvenálás során. Végül az NGS módszerek által meghatározott short read
szekvenciák jellemzően szöveges formátumban válnak elérhetővé a további elemzések szá-
mára. Rendszerint ezek a fájlok az ún. FASTQ formátumot követik, ahol az egyes readek
bázissorrendje egykarakteres kódolásban (tehát A/C/G/T), egy egysoros leírást követően
jelenik meg, a base quality értékek pedig ez alatt, az ún. Phred-skálán, ASCII karakterek-
kel kódolva [93] találhatóak. A Phred-skálán mért Q base quality egyszerű transzformáltja
annak a Perror valószínűségnek, hogy az adott bázist helytelenül azonosították a szekvenálás
során: Q =−10 · log10(Perror).
A nyers szekvenálási adatok további elemzése alapvetően kétféleképpen történhet. Egy
ismeretlen genom feltérképezésénél a short readek de-novo illesztésével a teljes genom
szekvenciája megkapható. Újraszekvenált genomok esetében a readeket elég a már meglé-
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vő referenciagenomhoz illeszteni, ami egy jóval egyszerűbb feladat. Erre az utóbbi időben
legelterjedtebben alkalmazott szoftveres megoldást a BWA [94] nevű eszköz adja. Az al-
goritmikus részletektől eltekintve a program minden szekvenált short readről eldönti, hogy
melyik genomi szakaszra illeszkedik a legjobban, illetve, hogy mennyire tartja megbízha-
tónak az adott illesztést („mapping quality”). Az illesztés jóságát számos faktor befolyá-
solhatja, például a repetitív szakaszok a referenciagenomban, a read bázisainak minősége,
az illesztési algoritmus érzékenysége vagy a paired end szekvenálás. Az eredményeket
tipikusan ún. BAM fájlokban tárolják el az illesztéshez használt szoftverek. Ez a szok-
ványosan felmerülő memórialimitációk miatt egy bináris formátum, melynek a szöveges,
tartalmilag megegyező párja a SAM. Mindkét formátum manipulálására a legnépszerűbb
programcsomag a samtools [95]. A BAM/SAM fájlok a readekről eredetileg ismert in-
formációk (azonosító, bázissorrend, base quality) mellett az illesztésre vonatkozó adatokat
is tartalmazzák (referenciagenom, illesztés genomi koordinátája, mapping quality, esetle-
ges másodlagos illeszkedés, eltérések a referenciagenomtól, stb.). A legtöbb mutációkat
azonosító szoftver minden elemzett minta esetén egy-egy BAM fájlból indul ki.
Rendszeresen előfordul, hogy egy SAM fájl böngészése egyszerűen nem elég átte-
kinthető, ha egy pillantást vetnénk a nyers szekvenálási adatokra. Ilyenkor érdemes azt
a samtools mpileup parancsával az ún. pileup formátumba [95] konvertálni, mely nem re-
adenként csoportosítva, hanem a referenciagenom mentén lineárisan jeleníti meg az adott
genomi pozícióra illeszkedő összes readből származó adatot. A pileup fájlból első ráné-
zésre megállapítható, hogy egy adott pozícióra hány read illeszkedett (lefedettség), milyen
ezeknek az irányultsága, továbbá, hogy illett-e a referenciával nem megegyező bázis a kér-
déses helyre.
SZISZTEMATIKUS ÉS VÉLETLEN HIBÁK MEGJELENÉSE, KÜLÖNBÖZŐ ELEMZÉSI
SZEMPONTOK
A különböző szekvenálási technológiák más és más szisztematikus és véletlen hibák
megjelenését okozzák a nyers bázissorrendben. A tévesztések jelenléte és milyensége
gyakran erősen függ a szekvenciális környezettől [96, 97], vagyis nem véletlenszerűen
jelennek meg a short readekben. Ez a tévesen leolvasott bázisok akkumulálódását okoz-
hatja egy-egy genomi pozícióban, amiből hibásan egy valójában biológiailag nem létező
mutáció jelenlétére következtethetünk. Az ilyen esetekben érdemes kihasználni, hogy vár-
hatóan az ilyen jellegű hibák minden egyszerre elemzett mintát érintenek, így az olyan
genomi pozíciók, melyek a különböző mintákban gyakran „zajosak”, nem lesznek meg-
bízhatóak.
Emellett a base quality-k meghatározásához a szekvenátorok forgalmazói üzleti titok-
nak számító algoritmusokat használnak, melyek ugyancsak sűrűn szisztematikus hibákat
vétenek. Bár ha egy bázis tévesen lett leolvasva, a ténylegesen ott lévő bázis utólagos
meghatározása lehetetlen, mégis fontos információt jelent a base quality pontos értéke.
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Amennyiben a base quality alapján jó okunk van feltételezni, hogy a kérdéses bázis hibás,
a mutációk detektálásakor azt figyelmen kívül hagyhatjuk. Ezért fontos a bázisok minő-
ségének lehető legprecízebb ismerete. Ezt a célt szolgálja a GATK programcsomag [98]
BQSR (base quality score recalibration) [99] lépése, mely a rendelkezésre álló szekvená-
lási adatokat végigszkennelve feltérképezi, hogy milyen típusú genomi helyeken jelennek
meg a base quality-kat érintő szisztematikus hibák. Az eszköz a szekvenciális kontextusra
specifikus és a readbeli pozícióra jellemző statisztikákat vizsgálja (a readek végén jellem-
zően nagyobb a bázisleolvasás bizonytalansága), azzal a feltételezéssel, hogy egy előre
definiált mutációs pozíciólistára illő bázisoktól eltekintve minden nem referencia bázis hi-
bás. A kapott hibamodell segítségével pedig egy következő fázisban az összes mért base
quality értéket korrigálja a megfigyelések alapján.
A mutációk azonosításakor a base quality-kből származó információk mellett érdemes
továbbá kihasználni az illesztés jóságát jellemző mapping quality értékeket is. Egy olyan
readben található nem-referencia bázisnak például nem feltétlenül szükséges nagy jelentő-
séget tulajdonítani, amelyről eleve nem tudjuk biztosan, hogy a megfelelő genomi régióra
lett felillesztve. Mivel a referenciagenom alacsony komplexitású (ismétlődő) szakaszai
(melyek általában GC-gazdagok) nagyban megnehezítik az illesztést, gyakran alkalmaz-
nak az elemzések során ún. repeat maszkolást, melynek során az ilyen szakaszok bázisait
az univerzális N-re cserélik, így ezeken a régiókon alapértelmezetten nem detektálnak mu-
tációkat. Ez az illesztési hibák kiküszöbölése mellett azért is praktikus, mert az amplifiká-
ciós eljárás (PCR: polymerase chain reaction) hatékonysága is erősen függ a szekvenciák
GC-tartalmától [100].
Gyakran praktikus továbbá az illesztést követően mesterségesen megszabadulni azok-
tól a readektől, amik tökéletesen megegyeznek egymással. Elvileg a szekvenálás során a
DNS-t véletlenszerűen tördelik fel, így viszonylag kicsi annak az esélye, hogy két read
tökéletesen azonos legyen. Ha ilyen mégis előfordul, az rendszerint valójában valamilyen
szekvenálási műtermék, például az amplifikáció során egy adott DNS-szakasz aránytalan
mennyiségben felszaporodott. Mivel ezek a readek nem tekinthetőek független megfigye-
léseknek, érdemes csak egyet megtartani közülük. Ennek az utólagos szűrésnek az elvég-
zésére mind a samtools, mind a szintén népszerű GATK [101] programcsomag lehetőséget
kínál. A további elemzések szempontjából szintén fontos a readek genomi koordináta sze-
rinti sorba rendezése, ami hasonlóan a fenti két eszköz bármelyikével megvalósítható.
Magának a mutáció-detektálási módszernek a kiválasztása nagyban függ a kutatás konk-
rét céljaitól. Egyrészt megkülönböztetünk csíravonal (germline) és szomatikus mutációkat,
melyek azonosítása során más-más elveket kell szem előtt tartanunk. Csíravonal mutá-
ciónak definíció szerint a csírasejtekben megtalálható DNS-variánsokat nevezzük, tehát
kizárólag azokat, melyek továbbörökíthetőek az utódra, akinek később minden sejtjében
megjelennek [102]. Ezzel szemben a szomatikus mutációk a testi (vagy szomatikus) sej-
tek valamelyikében jönnek létre és annak utódsejtjeiben detektálhatók. Ezek az általános
35
Pipek Orsolya Anna Doktori értekezés
megfogalmazások a rákkutatás területén némileg módosulnak: hagyományosan csíravonal
mutációnak tekintjük azokat a genomi változásokat, melyek az adott páciens normál és
tumoros szövetében is megtalálhatóak, szomatikusnak pedig azokat, melyek csak a tumor-
szövetben vannak jelen. A szomatikus variánsok detektálását általában erősen hátráltatja,
hogy a klinikai biopsziás mintáknál gyakran előfordul, hogy a normál és a tumoros szövet
keveredik, illetve egy tiszta tumor minta esetén sem ritka a daganatok ismert heterogenitása
miatt, hogy különböző mutációkat felhalmozó sejtpopulációk egyvelegét kell elemeznünk.
Emellett a tumorsejteknél sűrűn tapasztalhatunk kópiaszám változásokat (CNV: copy num-
ber variation) és aneuploiditást is, mivel a genomjuk jellemzően igen instabil. Ezek a té-
nyezők erősen befolyásolják az adott genomi pozícióban mérhető allélfrekvenciák várható
értékét. A germline variánsok esetében ezzel szemben markánsabb, több mintában is meg-
bízhatóan azonosítható jelet keresünk.
Fontos továbbá minden tudományos kérdésfeltevés során eldöntenünk, hogy a detektá-
ló módszer érzékenységét vagy specificitását szeretnénk maximalizálni. Vagyis melyik a
preferáltabb számunkra: ha minden esetlegesen szóba jövő variánst azonosítunk, elfogad-
va, hogy ezzel a mutációk egy része nem bír valódi biológiai jelentőséggel (fals pozitív),
vagy kizárólag a nagyon megbízható variánsokat találjuk meg, vállalva, hogy néhány való-
di mutációt elveszítünk (fals negatív). Minden mutációt detektáló algoritmus az érzékeny-
ség és a specificitás együttes maximalizálására (vagyis a fals pozitív és fals negatív talá-
latok együttes minimalizálására) törekszik, világos azonban, hogy végső soron valamilyen
kompromisszumot kell kötnünk. A rákkutatás során hagyományosan inkább a specificitás
maximalizálása mellett döntenek a szomatikus mutációk esetében.
Erősen függ a használt módszer hatékonysága a vizsgált minták típusától is. Heterogén
klinikai minták esetén azt várjuk, hogy az alacsony allélfrekvenciával megjelenő szoma-
tikus variánsokat is azonosítani tudjuk, ezzel szemben ha egyetlen sejt felszaporításából
eredő, homogén populációkból mintavételezett DNS-t elemzünk, az alacsony allélfrek-
venciájú pozíciókat egyszerűen zajnak tekinthetjük. Tehát a minták típusa merőben más
problémák elé állítja a detektálást végző szoftvert.
ÍZELÍTŐ A MUTÁCIÓ-DETEKTÁLÓ ALGORITMUSOK SORÁBÓL
Ebben a fejezetben két, gyakran használt szomatikus mutációk detektálására (is) alkal-
mas szoftvert tekintünk át nagyvonalakban. Algoritmikus komplexitás szempontjából a
skála két végén helyezkednek el, mégis mindkét eszköz viszonylag nagy népszerűségnek
örvend.
A viszonylag egyszerű módszert alkalmazó VarScan 2 [103] páronként hasonlítja össze
a tumor és a normál szövetből származó mintákat. Bemenetként pileup formátumú fájlo-
kat vár, majd pozíciónként végigpásztázza a genomot. Mintánként egy Fisher-féle egzakt
teszt segítségével eldönti, hogy az adott pozícióban található-e variáns a normál és a tumor
mintában külön-külön. (A Fisher-féle egzakt teszt azt a nullhipotézist használja, hogy a
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lokálisan leolvasott különféle bázisok számának eloszlása pusztán a szekvenálási hibákból
származik és nem valódi variánsból.) A mintánkénti döntést bizonyos előre definiált szű-
rési feltételek segítik (pl. minimális lefedettség, minimális base quality, maximális Fisher-
féle p-érték, stb.). Azokat a pozíciókat, melyeknél a tumor mintában variánst detektált az
algoritmus, újra megvizsgálja egy Fisher-féle egzakt teszttel, most azzal a nullhipotézis-
sel, hogy a normál és a tumor mintában a különféle bázisok valódi eloszlása megegyezik.
Amennyiben a kapott p-érték kellően alacsony, az adott pozíciót szomatikus mutációnak
tekinti. A fals pozitív találatok számának csökkentése érdekében emellett néhány empiri-
kus szűrési feltételt is bevezetnek (pl. a variánst lefedő readek melyik szakaszán jelenik
meg a mutáció, a variánst támogató readek irányultságának eloszlása, a referencia és a
nem-referencia bázist támogató readek mapping quality-je közti különbség, stb.).
A manapság talán legelterjedtebben alkalmazott MuTect2 a GATK programcsomag
[101] része és a VarScan 2 viszonylag naiv megközelítéséhez képest merőben más módsze-
reket alkalmaz. Bemenetként egy normál és egy tumor minta BAM fájljait várja, de erősen
javasolják, hogy emellett a felhasználó biztosítsa egy „normál panel” és egy csíravonal
mutációkat tartalmazó adattábla hozzáférhetőségét. A normál panel normál minták soka-
ságából gyűjtött szekvenálási információk összességét tartalmazza. Ezt érdemes mindig
olyan normál mintákból előállítani, melyek ugyanazokon a preparálási lépéseken (minta-
vételezés, szekvenálási protokoll, szekvenátor, előzetes szűrések) mentek keresztül, mint
a vizsgálni kívánt mintapár, hiszen a szoftver ezt a forrást használja az esetleges sziszte-
matikus szekvenálási és illesztési hibák kiszűrésére. A csíravonal mutációkat tartalmazó
adattáblák [104] humán minták esetén online egyszerűen elérhetőek. Ezek a folyamatosan
frissülő adatbázisok arra vonatkozó információkat tartalmaznak, hogy az egyes csíravonal
variánsok az emberi populációban mennyire gyakran fordulnak elő. Ezt a MuTect2 el-
sősorban arra használja, hogy ha egy szomatikusnak tűnő variáns éppen egy helyre esik
egy sűrűn előforduló csíravonal mutációval, akkor az nagy valószínűséggel ténylegesen
csíravonal mutáció lehet.
Első lépésként a MuTect2 a vizsgált tumor minta szekvenálási adatainak végigszken-
nelésével ún. „aktív régiókat” azonosít a genom mentén [105]. Ezek olyan pozíciók kör-
nyékén lévő szakaszok, melyekben a tumor mintában (viszonylag megengedő definíció-
val) „kellően megbízható” bizonyíték található egy variáns jelenlétére. Ezek után minden
aktív régió esetén az algoritmus lokálisan újrailleszti az arra a szakaszra eredetileg illesz-
kedő short readeket és meghatározza a szekvenálási adatok által támogatott potenciális
haplotípusok listáját. Ehhez elsőként létrehozza az adott régió referenciaszekvenciájának
k-merjeiből (k = {10;25}) kapható irányított B(4,k) De Bruijn-gráfot [106], melyben az
élek súlya ebben a fázisban azonosan nulla. Ezek után a short readeket egyesével leképezi
a kapott gráf útjaira és az érintett élek súlyát növeli eggyel, ha pedig korábban nem volt
megfelelő él a gráfban, létrehozza azt és a súlyát 1-re állítja. Amennyiben a readben talál
olyan k-mert, ami korábban nem volt a gráf része, új csúcsot ad a gráfhoz. Ahogy ezt a
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procedúrát az összes short readdel elvégzi, a gráf bizonyos útjai egyre nagyobb súllyal raj-
zolódnak ki. Ezt követően zajszűrési célokból a kapott gráfból eltávolítja azokat a részle-
teket, melyeket csak néhány read adatai támogatnak. Végül a gráf összes útjának (vagyis a
lehetséges haplotípusoknak) a végigjárásával kiszámolja azok likelihoodját az út által érin-
tett élek átmeneti valószínűségeinek szorzataként. (Átmeneti valószínűségnek az adott élt
támogató readek számának és az összes olyan élt támogató readek darabszámának hánya-
dosát tekinti, melyek azonos csúcspontból indulnak ki, mint a vizsgált él.) Legutolsó lépés-
ként kiválasztja a legmagasabb likelihoodal bíró 128 potenciális haplotípust, majd ezeket
a hagyományos Smith-Waterman algoritmus [107] segítségével visszailleszti a régió refe-
renciagenomjára, ezzel azonosítva az esetlegesen variánsokat tartalmazó pozíciókat [108].
A lehetséges haplotípusok körének leszűkítése után az összes tényleges short readet a
kapott haplotípusokra illeszti a PairHMM [109] algoritmussal, ami képes a haplotípus-read
párokhoz egy-egy likelihood értéket rendelni, ami azt mondja meg, hogy a vizsgált haplo-
típus mellett mekkora annak a valószínűsége, hogy tényleg az adott readet szekvenáljuk,
figyelembe véve az adatok minőségére vonatkozó információkat (base quality). Ezek után
a korábban meghatározott variánsok listáján végighaladva, minden variáns minden allél-
jére kiszámolja, hogy az adott allélt egy adott read mennyiben támogat. Ehhez az adott
allélt tartalmazó haplotípusok közül kiválasztja azt, melyre az adott readdel vett likelihood
a legmagasabb volt és ezt az értéket tekinti az allél-read likelihoodnak [110]. Ezekből az
értékekből egy variációs Bayes modell segítségével az adott pozícióban minden megfigyelt
allélre kiszámolja, hogy hányszor valószínűbb, hogy az adott allél ténylegesen létezik bio-
lógiailag, mint hogy nem. Az így felcímkézett mutációkat ezek után részben küszöbérték-
szerinti, részben pedig valószínűségi alapú szűrésekkel tovább kategorizálja, hogy a lehető
legtöbb fals pozitív találattól megszabaduljon. Ezek során figyelembe veszi a variáns nor-
mál panelben való jelenlétét, a megfigyelt allélfrekvenciákat, a variánst támogató readek
mapping quality-jét, irányultságát, a variáns read-beli pozícióját, az esetleges csíravonal
státusz valószínűségét, a kontamináció hatásait és sok egyéb szempontot.
Láthatóan a MuTect2 rendkívül szofisztikált eszköztárral közelíti meg a mutációk de-
tektálásának problémáját, ennek azonban megvan az ára. Még az erősen optimalizált algo-
ritmusok ellenére is teljes genomok vizsgálata esetén gyakran rendkívül hosszú számítási
időre kell felkészülnünk. Elődje, a 2013-as MuTect [111] hasonló, de koncepcionálisan
kevésbé bonyolult módszerekkel határozza meg a szomatikus SNV-k listáját, inzerciókat
és deléciókat (indeleket) viszont nem detektál. Futási idő tekintetében azonban négyszer
gyorsabb utódjánál, habár még így is négyszer lassabb a sokkal egyszerűbb elveket követő
VarScan 2-nél (2. táblázat). Mindkét szoftver alapvetően a klinikai, vagyis a szennyezett és
heterogén minták nagy kapacitású számítógéppel történő elemzésére lett kifejlesztve, mely
esetekben valóban megbízható eredményeket adnak. Az olyan kutatásoknál azonban, ahol
lehetőség nyílik tiszta, homogén minták vizsgálatára, ellenben a számítási keretek szűkö-
sek, érdemes más szempontok szerint optimalizált módszert választani.
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MUTÁCIÓS SPEKTRUMOK VIZSGÁLATA
Hagyományosan a rákkutatás genomikai ágazatai az ún. szomatikus driver mutáci-
ók azonosítására és ezek biomarkerként való alkalmazására törekednek. Driver mutációk
azok a genomi elváltozások, melyek közvetlenül lehetővé teszik az érintett klón korlátlan
felszaporodását. Egy olyan génben jelenlévő variáns, mely ismerten valamilyen DNS-
javító vagy replikációs folyamatban játszik fontos szerepet, jelentősen megváltoztathatja
az adott sejt és utódsejtjeinek szaporodási menetét. A BRCA1 és BRCA2 gének mutációi
például tipikusan növelik bizonyos típusú daganatok kialakulásának kockázatát. Ugyanak-
kor éppen ezek a mutációk lehetővé teszik az érintett páciensek PARP-inhibitor terápiával
történő kezelését. Így nem meglepő, hogy a kutatások számottevő része az ilyen nagy
horderővel bíró genomi szakaszok azonosításával foglalkozik.
Ezzel szemben újabban a szomatikus mutációk statisztikus tulajdonságainak vizsgála-
ta is elterjedni látszik. Erre az egyik leggyakrabban használt módszer az ún. mutációs
spektrumok felrajzolása [112]. Spektrum alatt a szomatikus SNV-k számának eloszlását
tekintjük a genomi környezettől függően. Konkrétabban a spektrumban az SNV-k bázis-
váltás (milyen bázisról milyenre változik) és az r = 1 sugarú genomi környezet (az SNV-t
közvetlenül megelőző, illetve követő pozíció a genomban) alapján csoportosítódnak; így
96-féle kategóriát („mutációs triplettet”) különböztetünk meg. (4 · 3 = 12-féle bázisvál-
tás, 4 · 4 = 16-féle környezet, melyek azonban a két DNS-szálra vonatkozóan páronként
ekvivalensek, pl. A(C>A)G ∼ C(G>T)T.)
A mutációs spektrumok vizsgálatának alapvető célja, hogy azonosítsa az adott mintá-
ban operáló mutációs folyamatokat, melyekhez tartozó mutációs „szignatúrák” (konszen-
zus vektorok, melyek valójában egy diszkrét valószínűségi eloszlást írnak le) lineárkombi-
nációjából alakul ki a konkrét mintában megfigyelt eloszlás. A feltételezés szerint a külön-
böző daganattípusokban ugyanazok a mutációs folyamatok lenyomatai jelennek meg, de
az adott betegségre specifikusan jellemző súlyfaktorokkal.
A mutációs folyamatok jellemző mintázatainak, a konszenzus szignatúráknak a megha-
tározásához a [112] tanulmány szerint minél többféle daganattípusból minél több páciens
szomatikus mutációinak együttes vizsgálatára van szükség.





n≤N szignatúra (SNV-k esetén a fentiek alapján K = 96) egy adott g páciens mintájában eng







A konkrét betegségtípusba sorolt G db. mintában megfigyelhető triplettstatisztikát egy ún.
M „mutációs katalógusba” rendezve egy K×G méretű mátrixot kapunk, melynek mgk ele-
mei az g. páciensben, a k típusú mutációs kategóriában megfigyelhető mutációk száma.






g, vagyis M ≈ P× E
összefüggéssel. Mivel a három mátrix közül csak M-et ismerjük, P és E meghatározásá-
hoz közelítő módszerek alkalmazására van szükség. A dekompozíciót a [112] kutatás a
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nem-negatív mátrix faktorizációs (nnmf) eljárással végzi, melynek alapvető előnye, hogy
az inherensen nem-negatív adatokból (mutációk darabszámai) úgy generálja le az azokat
„leginkább jellemző” vektorokat, hogy azok elemei szintén nem-negatívok lesznek. Vagyis
a kapott P szignatúrák egyszerűen értelmezhetők és nem kell a „negatív mutáció” bioló-
giai interpretációjával vesződni. Maga az algoritmus egy iteratív eljárást követ, melynek
során alapértelmezetten az M mátrix és a P×E szorzatmátrix különbségének Frobenius-
normáját minimalizálja adott k darab szignatúra mellett. Ezt követően [112] a betegsé-
genként egyedien azonosított mutációs szignatúrákat egy felügyelet nélküli klaszterezési
eljárással kondenzálja, vagyis az egymáshoz hasonló szignatúrákat helyettesíti az adott
klaszter centroidjával, ezzel csökkentve a számukat. Az azonosított konszenzus szignatú-
rák listája online elérhető, és számos kutatás használja referenciaként. Bizonyos mutációs
folyamatok esetén a szignatúra biológiai háttere is ismert, néhány esetben azonban nem
sikerült ilyen összefüggést találni.
Nagyon fontos kihangsúlyozni, hogy attól függően, hogy milyen normalizálási eljárás-
sal preparáljuk az M mátrix elemeit, jelentősen eltérő eredmények adódnak a nem-negatív
mátrix faktorizáció után.
Természetesen lehetséges a normálás mellőzésével a nyers mutációs darabszámok hasz-
nálata is, ebben az esetben azonban fennáll annak a veszélye, hogy a spektrumok által kife-
szített 96-dimenziós térben dominánsan az tesz különbséget a vektorok között, hogy mek-
kora az abszolút értékük. Az olyan daganattípusok spektrumai, melyek alapvetően kevés
mutációt eredményeznek, az origó körül fognak csoportosulni, függetlenül a komponense-
ik konkrét értékeitől. Ezzel szemben a sok mutációval járó betegségekből származó minták
már csak a vektorok normájának nagysága okán is elkülönülnek ettől a csoporttól.
Alternatívaként felmerül a spektrumok ∑Kk=1 m
g
k = 1∀g normálása. Ez ugyan a fenti
problémát kiküszöböli, de a biológiai interpretáció szempontjából megkérdőjelezhető, hi-
szen nem feltétlenül jogos mesterségesen összeskálázni a sok és a kevés mutációval járó
eseteket. Elképzelhető, hogy bizonyos mutációs folyamatok biológiai hátterükből adódóan
abszolút értékben jóval több mutációt eredményeznek, mint mások. Ekkor a fenti normá-
lással a folyamat az egyik legalapvetőbb jellemzőjét veszíti el.
Különböző kísérleti elrendezésekben gyakran előfordul, hogy a genomi változások mu-
tációs spektrumokra gyakorolt hatását nem humán genomokon vizsgálják. Ilyen esetekben
is alapvető célkitűzés a mutációs folyamatok tettenérése a mintákban, azonban a kapott
eredmények összevetése a referencia szignatúrákkal nem feltétlenül kézenfekvő. A meg-
figyelt mutációs spektrumok sajátosságait erősen befolyásolja a lokális genomi környezet,
ezáltal pedig a genomban található összes típusú környezet gyakoriságának eloszlása. Pél-
dául elképzelhető egy olyan genom, melyben az ACG triplett kiugróan gyakran megje-
lenik. Ilyenkor a spektrumon esetlegesen látható A(C>N)G csúcsok nem feltétlenül egy
nagyon specifikus mutációs folyamatra utalnak, hanem pusztán arra a tényre, hogy egy
ilyen genomon statisztikusan az ilyen típusú mutációk valószínűbbek. Szintén gyakori a
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kísérletek során a teljes genom helyett csak az exom vizsgálata, ami ugyanilyen jellegű ne-
hézségeket eredményezhet. Felmerül tehát a mutációs spektrumok triplett-gyakorisággal
történő normálása is, amivel alapvetően különböző tulajdonságú genomokon mért eredmé-
nyek összevethetővé válnak.
A fenti normalizációs eljárásokat külön-külön vagy együttesen használva egymástól
teljesen eltérő eredményeket kapunk. Emellett, mivel az nnmf módszer során az algorit-
musnak explicit módon meg kell adni a detektálni kívánt szignatúrák k darabszámát, ennek
az értéknek a kiválasztása is számos kérdést vet fel. Bár a [112] tanulmány az elemzés
kezdetén szétválasztja a betegségtípusokat és szeparáltan vizsgálja azokat, majd utolsó lé-
pésként klaszterezi az azonosított szignatúrákat, felmerül annak a lehetősége is, hogy az
összes daganattípust együttesen elemezzük. A fent használt nnmf algoritmus sem kizáró-
lagos opció a szignatúrák azonosítására, a főkomponens-analízis (PCA, principal compo-
nent analysis) vagy a CUR-dekompozíció éppúgy használható a célra. A főkomponens-
analízis tulajdonképpen egy ortogonális transzformáció, melynek során egy új koordináta-
rendszerbe képezzük le az adatokat. Az új tengelyeket hívjuk főkomponenseknek. Ezeket
olyan módon definiáljuk, hogy az első komponensre történő vetítés eredményeként az ada-
toknak a lehető legnagyobb varianciája legyen, illetve minden további főkomponensre a
megmaradó variancia lehető legnagyobb hányada jusson, azzal a megkötéssel, hogy az
adott főkomponens minden korábban meghatározott főkomponensre ortogonális legyen.
Szemléletesen úgy is tekinthetünk a folyamatra, mintha egy K-dimenziós (a szignatúrák
esetében K = 96) ellipszoidot illesztenénk az adatpontokra a K-dimenziós térben és a fő-
komponenseket, mint az ellipszoid tengelyeit definiálnánk. Ezek közül aztán elhagyjuk
azokat, melyek irányában az ellipszoid tengelye rövid, vagyis a variancia kis hányadát
magyarázzák csak. A fennmaradó első k főkomponens terére vetítve az adatokat, azt vár-
juk, hogy az eredeti adatpontok közti hasonlóságok és különbségek ebben a k-dimenziós
altérben is viszonylag jól megmaradnak. Így a főkomponens-analízis elsődlegesen a sokdi-
menziós adatok vizsgálata során a dimenzió-redukcióra szolgál, csökkentve a komplexitást
és segítve a vizualizációt. A CUR-dekompozíció egy vizsgált A adatmátrixot a C, U és R
mátrixok szorzatára bontja, ahol a C mátrixban az A mátrix oszlopainak részhalmaza, az R
mátrixban pedig az A mátrix sorainak részhalmaza szerepel. Vagyis a szignatúrák azonosí-
tása szempontjából a CUR-dekompozíció az összes vizsgált minta triplettspektruma közül
megkeresi azt a k darab erősen reprezentatív spektrumot, melyek a teljes mintahalmazt
megfelelően jól tudják jellemezni. Bár az nnmf és a CUR-dekompozíció eredményeként
kapott vektorok biológiai interpretációja alapvetően kézenfekvőbb, a PCA-nak ezzel szem-
ben megvan az előnye, hogy a főkomponensek egymásra ortogonálisak. Emellett, mivel
az nnmf során az algoritmus kezdetben véletlenszerűen inicializálja a P és E mátrixokat,
előfordulhat, hogy a Frobenius-normának egy lokális minimumába való beragadás miatt
nem találjuk meg a globális minimumot. Mindhárom megoldás lehetséges választ jelent a
szignatúrák azonosítására, de minden esetben számolnunk kell az adott módszer előnyeivel
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és hátrányaival is.
Annak a vizsgálatára, hogy a fenti elemzési opciók különböző megválasztásai miként
befolyásolják a kapott eredményeket, egy interaktív jupyter notebookot hoztunk létre, mely
a https://mybinder.org/v2/gh/pipekorsi/somaticSignatures/master címen kipróbálható. A
notebook a [112] kutatás adatait elemzi, de lehetőséget biztosít az adattípus (csak teljes ge-
nom / csak exom / mindkettő), a daganattípusok csoportosításának (összes együtt / típuson-
ként külön), a dekompozícióhoz használt algoritmus (nnmf, CUR, többféle PCA), a nor-
malizálás módjának (nincs / 1-re normált / triplettgyakoriságra normált / mindkettő), illetve
a mutációs szignatúrák számának a megválasztására. Az nnmf és PCA algoritmusokhoz
az sklearn [113] Python csomag implementációját használtuk, a CUR-dekompozícióhoz
pedig az rCUR [114] R csomag algoritmusát írtuk át Python kódra. A használat során
látható, hogy a paraméterek bármelyikének megváltoztatásával az eredmények is teljesen
különbözőek lesznek. Ez bár felvet némi kétséget a módszer megbízhatóságát illetően,
mégis ez a jelenleg alkalmazott egyedüli olyan megközelítés, mely nem konkrét, a beteg-
ség kialakulását előidéző („driver”) mutációk keresésén alapul, hanem a teljes mutációs
lista statisztikai tulajdonságait elemzi. Nyilvánvalóan a jövőben szükség lesz a konszenzus
szignatúrák pontosítására, illetve pontos biológiai hátterük feltérképezésére. Ez leginkább
olyan kísérletek során valósítható meg, melyeknél egy-egy specifikus genomikai változást
előidézve vizsgálják, hogy annak milyen következményei vannak a mutációs spektrumok
tekintetében, és ahol vélhetőleg nem keveredik többféle mutációs folyamat együttes hatása.
A fent hivatkozott referencia szignatúrák listája az utóbbi években egyre bővül [115],
illetve már kiegészült az indelek és a közvetlen egymás mellett lévő „dupla SNV-k” (DNV,
double nucleotide variation) csoportosításán alapuló spektrumokkal. A témában egyre szé-
lesebb körű felhalmozódott adat és információ ellenére a különböző kísérletek során elem-
zett mintákban a mutációs folyamatok nyomainak felderítése korántsem egyszerű feladat:
mivel a szignatúrák egymásra nem ortogonálisak, a mért spektrum triviális levetítése a
konszenzus vektorokra nem célravezető megoldás. Így az egyes minták dekompozíciójá-
hoz közelítő módszerekhez kell folyamodni, melyekre később térünk ki részletesen.
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MUTÁCIÓK GYORS ÉS MEGBÍZHATÓ DETEKTÁLÁSA
KEVÉSSÉ ISMERT GENOMOK ELEMZÉSE SORÁN FELMERÜLŐ PROBLÉMÁK
Ahogy a korábbiak alapján láthattuk, a szomatikus mutációk detektálása nem minden
esetben kézenfekvő feladat. Az alacsony komplexitású genomi régiók, a szekvenálási hi-
bák [116, 117] és a genom különböző szakaszai közti homológia megnehezítik az illesztést
és a valódi mutációt rejtő jelek zajtól való elkülönítését [96, 118–120]. Különösen prob-
lémás a DNS-ben történt elváltozások nyomon követése olyan esetekben, amikor nincs
információnk arról, hogy melyek a gyakran mutálódó genomi pozíciók populációs szinten.
Az ilyen adatok hiánya elsősorban a nem emberi minták, illetve ritkán szekvenált sejtvona-
lak vizsgálata esetén jelent gondot, amikor még a referenciának használt genom részletei
sem teljesen kidolgozottak. Mivel emellett a legtöbb detektáló szoftver a humán genomra
lett optimalizálva, valamint az esetek többségében daganatos genomok elemzését tűzik ki
célul; nem meglepő, hogy másféle kísérleti elrendezésekben ezek az eszközök nem mindig
megbízhatóak. Az így felmerülő nehézségekre a irodalomban egyik leggyakrabban látott
megoldás a meglévő szoftverek alapértelmezett beállításokkal történő használata, majd to-
vábbi heurisztikus szűrési feltételek alkalmazása a fals pozitív találatok csökkentésének
érdekében. Ennek a módszernek komoly hátránya, hogy a szűrési lépések jellemzően csak
hiányosan vagy egyáltalán nem dokumentáltak, így a kapott eredmények gyakorlatilag re-
produkálhatatlanok.
Egy specifikus, de gyakorlatias kísérleti elrendezés, amikor alapvetően egymással meg-
egyező kezdeti sejtek populációjából kiindulva azt vizsgáljuk, hogy különböző mutagén
kezelések milyen hatással vannak az egyes sejtekre. Ilyen jellegű kísérleteket rutinszerű-
en alkalmaznak olyan kutatásokban, melyek különféle gyógyszerek és környezeti tényezők
mutációs hatásait [121, 122], a kezelésekre való rezisztencia kialakulását [123, 124], illetve
különböző genetikai elváltozások okozta mutagén folyamatok feltérképezését [125] tűzik
ki célul. Egy hasonló kísérletet elvégezve a DT40 bankivatyúk sejtvonalon, a teljes ge-
nom szekvenálási adatok vizsgálata során azt tapasztaltuk, hogy a hagyományos mutáció-
detektáló szoftverek, mint a VarScan 2 [103] vagy a MuTect [111], nem alkalmasak az
adatok megfelelő elemzésére még akkor sem, ha a kontrollparamétereket a legoptimáli-
sabbnak választjuk meg.
Az így adódó problémák áthidalására az IsoMutot, egy olyan mutáció-detektáló algo-
ritmust dolgoztunk ki [126], mely rendkívül gyorsan és nagyon precízen képes a mutációk
azonosítására az olyan esetekben, amikor több, alapvetően hasonló genomú (izogenikus),
de különböző kezeléseknek alávetett minta áll rendelkezésünkre. A módszer tesztelésé-
hez használt minták egyetlen sejt felszaporításából eredő, homogén populációkból (single
cell clone) származtak, és feltételeztük, hogy a kezelések okozta mutációk egymástól füg-
getlenül jelentek meg. A kidolgozott szoftver eredeti verziója tehát olyan pontmutációkat
(SNV; single nucleotide variation) és indeleket (inzerciók és deléciók) keres, melyek csak
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egyetlen mintában fordulnak elő. A több mintát is érintő mutációk kiszűrésével megszaba-
dulunk a gyakran mutálódó genomi pozícióktól (SNP; single nucleotide polymorphism) és
az illesztési hibák jelentős részétől, hiszen ezek gyakran minden mintában azonos helyen
jelennek meg. A több minta egyidejű elemzése ilyen módon feloldja a pontatlan referen-
ciagenom és a hiányos csíravonal mutációs adatbázis problémáját. Az IsoMut a mutációk
azonosítása során egy nagyon egyszerű stratégiát követ: a legtöbb szűrési paraméter értéké-
re fix határértékeket állít be, melyek a szekvenálási adatokkal egyértelmű összefüggésben
vannak, így a felhasználó számára az eredmények interpretációja triviális feladat, nincs
szükség a statisztikai modellek visszafejtésére. Amennyiben az adathalmaz kontroll min-
tákat is tartalmaz, melyekben nem várható egyedi mutáció, lehetőség nyílik az eredmények
finomhangolására, mellyel a fals pozitívok száma tovább csökkenthető.
ADATOK ÉS ELŐKÉSZÍTÉSÜK
A detektáló módszer teszteléséhez és optimalizálásához használt teljes genom szek-
venálási adatszett mintái a bankivatyúk DT40 vérrákos sejtvonal [127] különböző kémiai
anyagokkal kezelt klónjai voltak. A klónok egyik fele vad típusú (WT; wild type) volt, míg
a többi mintában a BRCA1 génben létrehozott mesterséges, homozigóta mutáció miatt ez a
DNS-javító mechanizmusokban kulcsszerepet betöltő gén funkcióját vesztette (BRCA1-/-)
[128]. A minták szekvenálásra történő előkészítését megelőzően a sejtpopulációkból egy-
egy sejt elkülönítésével, majd felszaporításával olyan homogén genomú populációkat le-
hetett létrehozni, melyek szekvenálásával végeredményben egyetlen sejt genomját tudtuk
elemezni. A kísérlet során használt kémiai anyagok átlagosan 50-5000 mutációt hoztak
létre mintánként, ami nagyságrendileg összevethető a daganatos mintákra jellemző mutá-
ciós rátával [129]. Ez a viszonylag enyhe mutációs teher megköveteli, hogy az elemzés
során a fals pozitív találatok számát a lehető legalacsonyabban tartsuk.
Összesen 30 mintát analizáltunk, melyek egymástól a genotípusukban (vad típus vagy
BRCA1-/-) és az őket ért kémiai kezelésben tértek el (B1. táblázat). Mivel a kezelés konkrét
részletei és a genotípusok specifikus jellemzői a mutáció-detektáló módszer szempontjából
irrelevánsak, így általánosan „WT” és „mutáns” klónokként hivatkozunk a mintákra, a
kémiai kezeléseket pedig mutagén hatásuk erősségével jellemezzük. Ha két minta között
a genotípus és a kezelés is megegyezett, a két minta genomja nem feltétlen volt azonos,
hiszen az esetek többségében a megszekvenált DNS különböző kezdeti klónoktól eredt. Az
egyedüli valóban megegyező mintapárok (S12, S15 és S27, S30) azonos DNS preparátum
kétszeri megszekvenálásával lettek létrehozva. A duplikátumok használata nagyban segíti
az elemzési módszerek megbízhatóságának tesztelését, hiszen két elvileg megegyező minta
között az elemzési eredményekben sem várunk különbséget.
A minták szekvenálása az Illumina platformon történt két menetben, paired end, 125, il-
letve 150 bázispár hosszú short readeket létrehozva. A két szekvenálási alkalom közti tech-
nikai különbségek kiváló lehetőséget adtak arra, hogy az így fellépő műtermékek kompen-
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zálásával olyan elemzési módszert fejlesszünk, mely a különböző módokon nyert adatok
összevetésére is alkalmas. Az elemzett minták nyers szekvenálási adatai az ENA (Europe-
an Nucleotide Archive; http://www.ebi.ac.uk/ena/) honlapjáról tölthetők le az ERP014915
azonosítóval.
Az analízis első lépéseként a nyers szekvenálási adatokból BAM, illetve pileup fájlo-
kat hoztunk létre. Ehhez a short readeket a bankivatyúk (Gallus gallus) referencia genom
Galgal4.73-as verziójához [130] illesztettük a bwa-mem paranccsal [94]. A duplikált re-
adeket a samblaster program [131] segítségével távolítottuk el, továbbá a potenciális inde-
lek közelében a readek újraillesztését a GATK IndelRealigner eszközzel [98] végeztük.
Az így elkészült BAM fájlokból a samtools mpileup parancsával [95] létrehoztunk egy
közös pileup fájlt az összes vizsgált minta adatainak felhasználásával. Erre a lépésre első-
sorban azért volt szükség, hogy a tesztelési fázisban, mikor ismételten vissza kellett nyúlni
ezekhez az adatokhoz, lecsökkentsük a számításhoz szükséges időt. A végső szoftver hasz-
nálata során a pileup fájlokat azonban nem tároljuk el.
Az mpileup parancs futtatásakor bekapcsoltuk a „-B” és „-Q 30” kapcsolókat, ezek
az opciók azonban az IsoMut szoftver használata során tetszőlegesen megválaszthatók.
Mindazonáltal a „-Q 30” szűrési feltétel, mely minden olyan bázist figyelmen kívül hagy,
melynek a bázisminősége 30 alá csökken, átlagos minőségű szekvenálási adatok mellett
jogosan alkalmazható. Ezt egy olyan vizsgálattal igazoltuk, melynek során a bázisminő-
ségre vonatkozó szűrési értéket folyamatosan növeltük és eközben vizsgáltuk azoknak a
genomi pozícióknak az arányát, melyek megfelelően lefedettek maradtak (legalább 10-es
lefedettség), illetve azoknak, melyek minden mintában teljesen „tiszták” voltak. Tisztaként
azokat a genomi pozíciókat azonosítjuk, melyekben az összes leolvasott bázis megegyezik
a referencia-bázissal. A B1. ábrán látható, hogy a 30-as határérték környékén a lefedett
pozíciók száma drasztikusan csökkenni kezd, míg a tiszta pozíciók aránya ekkorra csak-
nem 90% körüli, így ezzel a szűréssel hatékonyan meg tudunk szabadulni a szekvenálási
hibák okozta zaj jelentős részétől.
A tesztelés során használt fenti módon generált pileup fájlokból továbbá kiszűrtük azo-
kat a mutáció-detektálás szempontjából „érdektelen” pozíciókat, melyekben egyik minta
sem tért el legalább a leolvasott bázisok 10%-ában a referenciagenomtól. Ennek a lé-
pésnek célja az idő- és tárhelynyerés volt, hiszen így az elemezni kívánt fájlok mérete
mindössze 1%-ára csökkent. Mivel a módszer ennél a 10%-os küszöbértéknél szigorúbb
határértékekkel operál, ez az előzetes szűrés a végső eredményeken nem változtat.
MEGBÍZHATÓ MUTÁCIÓS TESZTHALMAZOK LÉTREHOZÁSA ÉS A MÓDSZER
MEGBÍZHATÓSÁGÁNAK TESZTELÉSE
A mutációkat detektáló eszköz algoritmikus részleteitől függetlenül a hatékonyság tesz-
teléséhez szükség van egy olyan mutációs listára, melyeknek tagjairól kellően biztosan
tudjuk, hogy valóban mutációk és nem műtermékek eredményéből adódtak. Elsőként tehát
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ilyen megbízható mutációs referencia teszthalmazok létrehozására törekedtünk.
A vizsgált mintahalmaz kétféle genotípusú (WT és mutáns) klónokat tartalmazott, me-
lyek különböző mutagén kezeléseknek voltak alávetve. Alapvetően tehát két típusú mu-
táció megjelenését várjuk a mintákban: a kezelések okozta, elsősorban heterozigóta, szo-
matikus mutációkét, melyek mintánként egyediek; illetve az adott genotípusra jellemző,
homo- vagy heterozigóta csíravonal mutációkét, melyek genotípusonként minden mintá-
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5. ábra. Mutációs teszthalmazok készítése a különböző genotípusú mintákban. a, b.
Az átlagos referencia bázis arányának (rnf: reference nucleotide frequency) alakulása a két
mintacsoportban; a. a teljes genom mentén; b. csak a diploid régiókban. c. Ugyanilyen
módon generált ábrák különböző mintaszámok esetén. A lilával jelölt értékek az eredeti
teszthalmazból elvesztett pozíciók arányát, a narancssárgával jelöltek pedig az újonnan
bekerült pozíciók arányát mutatják.
Ehhez első lépésként minden genomi pozícióban kiszámoltuk a referencia bázisok át-
lagos arányát a WT és a mutáns mintákban külön-külön. A teljes genomra így kapott
eredményeket a 5. ábra a) paneljén ábrázoltuk. Láthatóan jól elkülönülő klaszterek jelzik
a egyik genotípusban heterozigóta, a másikban pedig homozigóta referencia pozíciókat a
[100, 50%] és az [50, 100%] koordináták környékén. Ezeknél kisebb további klaszterek
jelennek meg a [100, 70%] és a [70, 100%] koordinátáknál a genom nem diploid régi-
ói miatt, melyet alátámaszt a b) panel ábrája, ahol kizárólag a diploid szakaszokon kapott
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eredményeket ábrázoltuk. Az ezen az ábrán már határozottan elkülönülő klaszterek pozíci-
óit definiáltuk végül teszthalmazokként, így az algoritmust alapvetően a diploid genomok-
ra optimalizáltuk, de a szoftver legújabb verziójában (lásd lent) a módszert kiterjesztettük
aneuploid minták elemzésére is. Ezzel a módszerrel ugyan előfordulhat, hogy a teszthal-
mazokba kerülő pozíciók nem heterozigóta csíravonal mutációk az egyik genotípusban,
hanem valójában a másik genotípus vesztette el a heterozigótaságát az adott szakaszon
(LOH; loss of heterozygosity), ennek azonban nincs különösebb jelentősége, ugyanis a
tesztelésre ezek a genomi pozíciók éppen úgy alkalmasak, mint a valódi csíravonal mutá-
ciók, biológiai eredetüktől függetlenül. A kapott teszthalmazok összesen megközelítőleg
4000 genomi pozíciót tartalmaznak, mely már egy elegendően nagy szám a valós pozi-
tív és a fals pozitív találatok rátájának (TPR, true positive rate; FPR, false positive rate)
megbízható becsléséhez.
A fenti módon felállított teszthalmazok segítségével a valós pozitív találatok számát
úgy határoztuk meg, hogy mindkét genotípusú minták közül kiválasztva a kezdeti, ke-
zelésnek nem alávetett mintát, majd ezt együtt elemezve a másik genotípus összes többi
mintájával, a kezdeti klónban elvileg meg kell találnunk az adott teszthalmazban szerep-
lő összes csíravonal mutációt, mint „egyedi” mutációkat. TPR-ként a kétféle genotípusú
kezdőklónban valóban megtalált teszthalmazbeli mutációk arányának átlagát definiáltuk:









ahol T PX az X genotípusú kezdőklónban talált X teszthalmazbeli mutációk száma, NX
pedig az X genotípusú teszthalmazban található összes pozíció száma.
A fals pozitívok meghatározása számos különböző módszerrel történhet, ezek közül
hármat együttesen használtuk az FPR becsléséhez. Egyrészt a fenti elrendezésben, mikor
az egyik genotípusból csak a kezdőklónt, míg a másikból az összes mintát együtt elemez-
zük, minden olyan kezdőklónban talált mutáció fals pozitív, mely nem szerepel az adott
teszthalmazban, hiszen ezekben a mintákban a kezelés okozta mutációk megjelenését nem
várjuk. Ezek FP1,X darabszámát a valódi negatív találatok számával, tehát a vizsgált ge-





Továbbá a kétféle genotípus identikus mintáiban (S12, S15 és S27, S30) az elemzés-
ben használt minták darabszámától függetlenül egyetlen egyedi mutációt sem lenne szabad
azonosítanunk, hiszen minden elváltozásnak a testvér mintában is meg kell jelennie. Az
identikus mintapárok tagjainak bármelyikében talált FP2,Si mutációk számát a teljes vizs-
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Ahhoz, hogy megvizsgáljuk, mennyire hatékony az algoritmus olyan esetekben, mikor
az egyik genotípusú mintából csak nagyon kevés áll rendelkezésre, lefuttattuk az elemzést
a minták olyan csoportjain, melyekben az egyik genotípusból az összes minta, míg a má-
sikból csak a kezdőklón és egyetlen másik klón szerepelt. Ebben az esetben azt várjuk,
hogy az alulreprezentált genotípus kezdőklónja semmilyen mutációt ne tartalmazzon, hi-
szen a csíravonal mutációk a genotípus másik mintájában is jelen vannak, kezelés okozta
mutációk pedig a kezdőklónban nincsenek. Az X genotípusú kezdőklónban mégis megta-




A végső FPR értékét a fenti részeredmények átlagaként definiáltuk:
FPR = mean(FPR1,WT ,FPR1,mut ,FPR2,S12,FPR2,S15,
FPR2,S27,FPR2,S30,FPR3,WT ,FPR3,mut)
Fontos megjegyezni, hogy az így definiált FPR rendkívül szigorú optimalizálást tesz
lehetővé, amire a gyakorlati esetek többségében ilyen formában nincs feltétlenül szükség.
Mindazonáltal amikor a fals pozitívok minimalizálása a cél, a használt algoritmust érdemes
a lehető legmostohább körülmények között tesztelni.
SZŰRÉSI PARAMÉTEREK DEFINIÁLÁSA
Az adatok elemzését szolgáló algoritmus az összes analizált mintáról összegyűjtött in-
formáció alapján minden genomi pozícióban ugyanazokat a szűrési feltételeket alkalmazva
meghatározza, hogy az adott pozícióban bármelyik mintában található-e egyedi mutáció.
Annak érdekében, hogy hatékonyan kiszűrjük a csíravonal mutációkat és azokat a fals po-
zitív találatokat, melyek az illesztési hibák következtében jelennek meg, három alapvető
szűrési paramétert vezettünk be.
A szomatikus mutációt hordozó mintában a szekvenálás során leolvasott adatoknak
meggyőzően alá kell támasztaniuk a mutáció létét. Ehhez egyrészt szükséges, hogy az
adott genomi pozícióban elég sok adat álljon rendelkezésre, vagyis kellő mennyiségű short
read illeszkedjen a referenciagenomra. Az ezt tesztelő szűrési paraméter a mutált mintában
mérhető lefedettségre beállított alsó küszöbérték (sample_cov_min). Ha az elérhető adatok
mennyisége a pozícióban megfelelő, azt is biztosítani kell, hogy ezek jelentős hányada a
referenciagenomhoz képesti elváltozásról tanúskodjon. Ennek érdekében definiáltuk a leg-
gyakoribb nem-referencia bázis gyakoriságának alsó határértékét (sample_mut_freq_min).
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Mivel minden mintában csak az egyedi mutációk keresésére törekszünk, ezért elvárás,
hogy az adott pozícióban a nem mutált minták „tiszták” legyenek, vagyis a lehető legin-
kább hasonlítsanak a referenciagenomra. Ennek a vizsgálatára vezettük be a legkevésbé
tiszta (legzajosabb) nem mutált mintára vonatkozó, a referenciabázis gyakoriságát (rnf ;
reference nucleotide frequency) szabályozó alsó küszöbértéket (other_rnf_min).
Az ezekkel a szűrési feltételekkel azonosított potenciális SNV-k és indelek egy utó-
elemzési fázisba kerülnek, melynek során a samtools mpileup parancsát a „-B” opció nél-
kül is lefuttatjuk a kérdéses pozíciókra, majd a mutált mintára vonatkozó paraméterek
(sample_cov_min, sample_mut_freq_min) értékét újra kiszámítjuk és ellenőrizzük, hogy
továbbra is elérik a beállított határértékeket. A samtools által alapértelmezetten alkalma-
zott BAQ rekalibráció az indelek környezetében mesterségesen lecsökkenti a bázisminő-
séget, ugyanis ezeken a régiókon nagy a valószínűsége a helytelen illesztésnek. A „-B”
kapcsoló ezt az alapértelmezett mechanizmust kapcsolja ki. Azért van szükség egyidejűleg
a rekalibráció ki és bekapcsolására is, mert a mutált mintában a lehető legtisztább illesztést
szeretnénk elérni, vagyis a lehető legtöbb zajtól mentesíteni kívánjuk az adatokat. Ha tehát
a rekalibrációt bekapcsolva hagyjuk, az alapértelmezett bázisminőség-szűrés által az így le-
csökkent minőségű bázisoktól megszabadulunk. Ezzel szemben az összes többi mintában
megjelenő zajnak a maximális szintjéről igyekszünk információt szerezni, ehhez szüksé-
ges a BAQ rekalibráció kikapcsolása. Az indelek esetében emellett az utóelemzés során
kiszűrjük azokat a potenciális mutációkat, melyek bármilyen másik „gyanús” pozíciónak
a közvetlen közelében vannak. Gyanús pozíciónak itt azokat a genomi helyeket nevezzük,
melyekben az indel gyakorisága legalább egy mintában meghaladta a 0,2-et, ezek „köz-
vetlen közele” pedig a pozíció 10 bázisos környezete. Erre a lépésre azért van szükség,
mert az indelt tartalmazó readek felillesztése gyakran problémákba ütközik és emiatt egy
csíravonal indel gyakran egymástól némileg elcsúszva jelenik meg a különböző minták-
ban, ezzel azt a látszatot keltve, hogy szomatikus indelek sokasága tűnik fel több mintában
egyszerre, egy rövid genomi szakaszra klaszterezve.
Az optimalizálás során az utóelemzés paraméterein nem változtattunk, és a három, fenti
paraméternek az értékét változtatva kerestük azt a beállítást, mely az adott FPR követel-
mények mellett a lehető legmagasabb TPR-t biztosítja.
Mivel ez az optimalizálási eljárás egy meglehetősen specifikus kísérleti elrendezést,
illetve kellően sok mintát igényel, ilyen formában gyakran nem megvalósítható a rendel-
kezésre álló szekvenálási adatok használatával. Annak érdekében, hogy egy gyorsabb és
könnyebben testreszabható módszert kínáljunk az eredmények finomhangolására, a szoft-
ver minden potenciális mutációhoz hozzárendel egy S értéket, mely annak a valószínűsé-
gével áll összefüggésben, hogy azt helytelenül kategorizáltuk egyedi mutációnak. Konk-
rétabban S annak a p valószínűségnek a negatív logaritmusa, hogy ha feltételezzük, hogy
az adott pozícióban a két legzajosabb (legtöbb nem-referencia bázist tartalmazó) mintá-
ban a bázisok elméleti eloszlása azonos, akkor éppen a megfigyelt szekvenálási adatokat
49
Pipek Orsolya Anna Doktori értekezés
kapnánk az eloszlásokból való véletlen mintavételezéssel. Tehát egy alacsony p (magas
S) érték azt jelenti, hogy igen valószínűtlen, hogy a két legzajosabb mintában valójában
is azonos a bázisok eloszlása, vagyis a legzajosabb minta várhatóan ténylegesen egyedi
mutációt tartalmaz az adott pozícióban. A p valószínűség meghatározásához a Fisher-
féle egzakt tesztet használjuk, melyhez egy 2× 2-es kontingencia táblát definiálunk a két
legzajosabb mintára az nR referencia és az nNR leggyakrabban előforduló nem-referencia
bázisok számának meghatározásával:
Minta azonosító 1 2
referencia bázisok n1R n2R
leggyakoribb nem-referencia bázisok n1NR n2NR
1. táblázat. Kontingencia táblázat a két legzajosabb mintára az adott genomi pozíci-
óban. A felső indexekben a minta azonosítók szerepelnek.
Nullhipotézisként tegyük fel, hogy a két mintában a bázisok számának eloszlása meg-
egyezik, vagyis a legzajosabb minta nem tartalmaz egyedi mutációt. Az alábbi módon


































ahol ! a faktoriális operátor. A mutáció-detektáló szoftver ennek az értéknek az S =− log p
transzformáltját rendeli a genomi pozíciókhoz.
Így tehát ha nincs is lehetőség a fenti három szűrési paraméter széleskörű optimalizálá-
sára, amennyiben az adathalmazban rendelkezésre állnak kontroll minták (melyekben nem
számítunk egyedi mutációk megjelenésére), az S értékre beállított küszöbérték segítségével
a fals pozitívok száma minimalizálható.
OPTIMÁLIS SZŰRÉSI ÉRTÉKEK, A MINTÁK SZÁMÁNAK ÉS A LEFEDETTSÉGNEK A
HATÁSA
Az optimális szűrési határértékek beállítása során tehát a fentiek szerint a lehető legszi-
gorúbban határoztuk meg az aktuális FPR értékét. Ideálisabb körülmények mellett, amikor
mindkét genotípusból kellően sok minta áll rendelkezésre, még jobb eredmények érhetőek
el az S érték megfelelő beállításával.
Elsőként fix other_rnf_min= 0,93 paraméter mellett vizsgáltuk meg a sample_cov_min
és sample_mut_freq_min szűrők változtatásának együttes hatását (6. ábra, b) panel), mi-
vel azonban a lefedettség gyakran már a szekvenálási adatok minősége és mennyisége által
korlátozva van, így a későbbiekben egy rögzített, viszonylag megengedő sample_cov_min=
7 értékre állítottuk be az ezt kontrolláló paramétert. Emellett az érték mellett vizsgáltuk
a sample_mut_freq_min és other_rnf_min paraméterek változtatásának hatását a TPR és
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< 7.5 52 0,50 0,93
0,96< 11.25 81 0,34
< 15.0 88 0,35 0,93
< 18.75 89 0,34 0,92
< 22.5 92 0,31 0,93
< 30.0 93 0,31 0,92
< 37.5 94 0,30 0,92






























rögzített other_rnf_min S érték vizsgálata
minták számának hatása lefedettség hatása
6. ábra. Különböző paraméterbeállítások mellett mért TPR és FPR értékek. a. Az ot-
her_rnf_min (különböző görbék) és sample_mut_freq_min (görbék mentén) paraméterek
változtatásának hatása konstans sample_cov_min = 7 mellett. A táblázat adatai az adott
FPR mellett elérhető maximális TPR-t, illetve az ehhez szükséges paraméter-beállításokat
tartalmazzák. b. A sample_cov_min (különböző görbék) és a sample_mut_freq_min (gör-
bék mentén) paraméterek változtatásának hatása konstans other_rnf_min = 0,93 mellett.
c. A other_rnf_min (különböző görbék) és az S (görbék mentén) paraméterek változtatá-
sának hatása konstans sample_cov_min = 5 és sample_mut_freq_min= 0,21 mellett. d. A
minták számának hatása. A mérési pontok megfelelnek az a. panel táblázatában látható
paraméter-beállításoknak. A mérési pontok három véletlenszerűen kiválasztott mintahal-
mazra kapott eredmények átlagát, a hibavonalak pedig azok szórását ábrázolják. e. A
lefedettség mesterséges csökkentésének hatása. A mérési pontok megfelelnek az a. panel
táblázatában látható paraméter-beállításoknak. A mérési pontok három véletlenszerűen
alulmintavételezett mérésre kapott eredmények átlagát, a hibavonalak pedig azok szórását
ábrázolják. (ds_factor: down-sampling factor; alulmintavételezési ráta)
FPR értékekre (6. ábra, a) panel). Attól függően, hogy a kísérleti elrendezés várható-
an hány mutációt indukál a vizsgált mintákban, különböző mennyiségű fals pozitív találat
tolerálható. A 6. ábra a) paneljén látható táblázat különböző FPR értékek mellett a ma-
ximális elérhető TPR értékét és az ehhez szükséges paraméter-beállításokat tartalmazza.
A teszteléshez használt adathalmazon a viszonylag alacsonyra állított FPR mellett 92%-
os TPR elérésére volt lehetőség a sample_mut_freq_min= 0.31, other_rnf_min= 0.93 és
sample_cov_min= 7 beállításokkal.
Annak érdekében, hogy felmérjük, hogy a rendelkezésre álló minták száma mennyi-
ben befolyásolja a kapott eredményeket, az eredeti 30 mintából különböző, n számosságú
részhalmazokat alkottunk, melyekben a mutáns és WT genotípusú minták száma megegye-
zett. A mutációs teszthalmazok létrehozását minden ilyen módon csökkentett adatszettre
külön-külön elvégeztük, majd kiszámoltuk a 6. ábra a) paneljének táblázatában látható
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beállítások mellett kapott TPR és FPR értékeket. A 6. ábra d) paneljének 8 < n < 30
mérési pontjai három, a mintákból véletlenszerűen létrehozott, n mintaszámú adathalmaz-
ra kapott eredmények átlagát, a hibavonalak pedig ezek szórását jelölik. Mivel az eredeti
adatszettben 30 minta állt rendelkezésünkre, melyekből 8 az FPR és TPR értékek meg-
határozásához feltétlenül szükségesek voltak (például kezdőklónok, identikus mintapárok
tagja), így az n = 30 és n = 8 mintahalmazokat csak egyféleképpen lehetett kiválasztani.
Ezért az ezekhez tartozó mérési pontok az ábrán nem átlagokat, hanem egyetlen konkrét
mérés eredményét reprezentálják.
Kevesebb minta vizsgálata során a teszthalmazok meghatározásához használt klasz-
terek egyre elmosódottabbakká válnak (5. ábra, c) panel), de a tesztszettből elvesző és
újonnan besorolt pozíciók aránya viszonylag alacsony marad (kevesebb mint 6, illetve 4%)
még mindössze 10 minta esetén is. A csökkentett mintaszám legszembetűnőbb következ-
ménye a megnövekedett FPR (6. ábra, d) panel), de nagyon szigorú paraméter-beállítások
mellett helyenként a TPR is emelkedett. Ahhoz, hogy kb. 50/Gbp alatt tartsuk a fals pozi-
tív találatok gyakoriságát, de legalább 85%-os TPR-t érjünk el, legalább 14 minta együttes
elemzésére van szükség.
Az alacsonyabb szekvenálási mélység hatásának vizsgálatához a meglévő adatokat a
mutáns genotípusú kezdőklón esetében alulmintavételeztük, ezzel különböző, az eredeti-
nél alacsonyabb mesterséges lefedettségeket állítva elő. Ehhez minden genomi pozícióban
az eredeti lefedettség 70, 60, illetve 50%-ának megfelelő darabszámú bázist véletlenszerű-
en kiválasztottunk. Időtakarékossági okokból ezt a eljárást csak az eredetileg azonosított
SNV-k halmazán végeztük el, kiszűrve azokat a pozíciókat, melyek az alulmintavételezés
hatására már nem teljesítették a sample_cov_min és sample_mut_freq_min paraméterekkel
szabott feltételeket. A TPR és FPR értékeket a fentiekhez hasonlóan határoztuk meg a
6. ábra a) paneljének táblázatában szereplő beállításokkal, azzal a különbséggel, hogy az
összes eredményt csak a mutáns genotípusra kapott mutációkból származtattuk. Mivel az
alulmintavételezés véletlenszerűen történt, minden mérés során három, azonos mértékben
alulmintavételezett adathalmazt használtunk. A 6. ábra e) paneljén látható ábra mérési
pontjai ezek átlagaként, a hibavonalak pedig a szórásukként álltak elő.
Azt találtuk, hogy az eredeti lefedettség 70%-a mellett minimális különbség figyelhe-
tő meg az eredeti és az alulmintavételezett TPR és FPR értékek között, de a szekvenálási
mélység további csökkentése alacsonyabb TPR-t és magasabb FPR-t eredményez. Mivel
a teszteléshez használt mutáns kezdőklón átlagos lefedettsége 21 körüli volt, javasolt leg-
alább 15-ös átlaglefedettségű mintákat használni a megbízható elemzéshez.
INDELEK DETEKTÁLÁSI HATÉKONYSÁGA
Az indelek azonosítása alapjaiban véve problematikusabb a pontmutációk detektálásá-
nál. Ennek egyik oka, hogy a referenciagenomra történő illesztés során a short readekben
a hézagokat (gap) sokkal magasabb büntetőpont sújtja, mint az egy bázisos eltéréseket a
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referenciától. Emiatt az illesztőprogramok a valódi indel azonosítása helyett hajlamosak
inkább több pontmutáció együttes bevezetésével felilleszteni az indelt tartalmazó readet.
Emellett sűrűn előfordul, hogy az egyébként csíravonal indelek a különböző mintákban
néhány bázissal elcsúszva jelennek meg, melyek helyes értelmezése nem magától értető-
dő. Továbbá indelekből általában sokkal kevesebb van a genomban, mint SNV-ből, ezért
elemzésük gyakran statisztikai problémákba is ütközik az alacsony mintaszám miatt.
Ahhoz, hogy képet kapjunk a kidolgozott módszer hatékonyságáról az indelek eseté-
ben, az SNV mutációs teszthalmazokhoz hasonlóan létrehoztunk két, indel teszthalmazt
is. A 5. ábrával megfeleltethető eredmények az indelek esetén a B2. ábrán láthatóak.
Az indel teszthalmazok összesen kb. 400 pozíciót tartalmaznak, tehát jóval kisebbek az
pontmutációs változatuknál, így ez a részletes optimalizálást megnehezíti. Így a módszer
hatékonyságának becslését csak a 6. ábra a) paneljén lévő táblázatban szereplő paraméter-
beállításokkal végeztük el, melynek eredményei a B2. táblázatban láthatók. A kapott érté-
kekből kitűnik, hogy az SNV detektáláshoz használt paraméterek megfelelően alacsonyan
tartják az FPR-t indelek esetén is, de emellett a TPR értékek számottevően gyengülnek.
Amennyiben az elemzés elsődleges célja kizárólagosan az egyedi indelek azonosítása, az
SNV-kkel azonos paraméter-beállítások használata megalapozott. Ha viszont a detektálás
érzékenysége a legfontosabb, célszerű megengedőbb paraméter értékeket választani.
ÖSSZEVETÉS A HAGYOMÁNYOS ALGORITMUSOKKAL
Az algoritmus fejlesztésének alapvető oka az volt, hogy a hagyományos mutáció de-
tektáló eszközök a tapasztalataink szerint nem tudták az SNV-ket és indeleket a biológiai
interpretációhoz szükséges pontossággal azonosítani anélkül, hogy a program lefuttatása
után további szűréseket alkalmaztunk volna. A módszerünk hatékonyságát két népszerű
szoftver, a VarScan 2 [103] és a MuTect [111] eredményeivel hasonlítottuk össze.
A VarScan 2-t a szomatikus mutációk detektálására alkalmas üzemmódjában futtattuk,
melynek használatával tumor és normál minták összehasonlítására van lehetőség. Mind
a „tumor”, mind pedig a „normál” mintának az identikus mintapárok egy-egy tagját vá-
lasztottuk, tehát minden így azonosított mutáció fals pozitív volt. Az összehasonlítást
mintapáronként kétszer is elvégeztük, egyszer a pár egyik, egyszer pedig a másik tagját
választva „tumor” mintának. A szűrési paramétereket és az utólagos szűrési lépéseket a
[132] leírás szerint alkalmaztuk. Végül az egyedi mutációk száma 368, 410, 1264 és 922
lett rendre az S12, S15, S27 és S30 kontroll mintákban. Ezzel szemben az IsoMut ál-
tal detektált fals pozitívok számra rendre 3, 1, 3 és 5 lett ugyanezekben a mintákban. A
két szoftver hatékonyságának eltérését valószínűleg az okozhatja, hogy a VarScan 2 olyan
szűrési módszerek kiaknázásán alapul, melyek a humán genomok elemzése során sikerrel
használhatóak, de az aktuális adathalmazon nem voltak elérhetőek (pl. SNP adatbázisok).
A MuTectre elsősorban azért esett a választásunk, mert a tumor és normál minták össze-
hasonlítása mellett olyan üzemmódja is létezik, melynek futtatása során egy normál min-
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tákból kialakított referenciapanelt is fel lehet használni a fals pozitív találatok kiszűrésé-
hez. A MuTect ugyan nem detektál indeleket, de a legújabb változata, a MuTect2 már
igen. Mivel azonban ez a verzió a kutatás idején még nem volt elérhető, így a régebbi
MuTecttel vetettük össze eredményeinket. Bár az alapértelmezett beállításokat használva
az adathalmazon, a MuTect nem teljesített kellően pontosan a biológiailag helyes interpre-
tációhoz (B4a. ábra), a szoftver által a mutációkhoz rendelt, a detektálás megbízhatóságát
jelző LOD paraméter küszöbértékének finomhangolásával azonban már jó eredményeket
tudtunk elérni (B4b. ábra). Ehhez az optimalizációs folyamathoz szükség volt azonban
a kontroll minták elérhetőségére, és egy kevésbé átfogó adathalmaz esetén nem lett volna
megvalósítható.
A paraméterek hangolásához és a két módszer összehasonlításához is becsléseket kel-
lett tennünk az FPR és TPR értékére. Egy ideális algoritmus a kontroll mintákban egyálta-
lán nem találna mutációkat, ezzel minimalizálva a fals pozitívok számát, miközben a kezelt
mintákban minél magasabban tartaná az azonosított SNV-k mennyiségét. Természetesen a
kezelt mintákban talált mutációk nem feltétlenül valós pozitívok, mégis ezeknek a számát
használtuk a TPR becsléséhez. Azt találtuk, hogy nagyon alacsony FPR mellett az IsoMut
és a MuTect teljesítménye nagyon hasonló (0,5/Gbp FPR mellett 0,7/Mbp valódi mutáció),
megengedőbb FPR mellett azonban az IsoMut érzékenysége magasabb (1/Gbp FPR mel-
lett 1/Mbp, illetve 0,75/Mbp valódi mutációt detektál rendre az IsoMut és a MuTect) (B3a.
ábra). Továbbá kevés minta esetén, ugyanezen az adathalmazon az IsoMut jóval jobban
teljesít a MuTectnél (B3b. és B3c. ábrák).
Annak érdekében, hogy becslést kaphassunk a különböző szoftverek futási idejére vo-
natkozóan, az IsoMutot, a MuTectet, a MuTect2-t és a VarScan 2-t lefuttattuk a bankivatyúk
genomjának egyik legrövidebb kromoszómáján (28-as; 4,7 Mbp) az adatszettben található
összes mintát használva. Egy szerény kapacitású asztali számítógépet használtunk, 23 GB
memóriával és 12 maggal. A VarScan 2-t a szomatikus mutációkat detektáló „somatic”
üzemmódban futtattuk, minden mintát egy „normál” mintával párban összehasonlítva, így
összesen 30 összehasonlítást végeztünk el. A MuTect és a MuTect2 esetében követtük
az általános használati útmutatókat a szoftverek internetes leírásában. Elsőként minden
mintához egyedien létrehoztunk egy normál panelt az összes többi minta felhasználásával.
Ezek után minden mintát egy „normál” mintával párban, a normál panellel együtt elemez-
tünk.
Az eredmények alapján az IsoMut megközelítőleg 170-szer gyorsabb a MuTect2-nél,
több mint 40-szer a MuTectnél és több mint 10-szer a VarScan 2-nél (2. táblázat). Ezt a
teljes bankivatyúk genomra extrapolálva, a 30 minta elemzése a használt számítógépen az
IsoMuttal 5 órába, míg a MuTect2-vel több, mint 35 napba telne. Mivel az IsoMut kivéte-
lével mindegyik szoftver Java nyelven íródott, így a párhuzamosan futtatható folyamatok
számát erősen limitálja a véges memória. Ezzel szemben az IsoMut esetében az egyetlen
limitáló tényező a magok száma, és a futási idő fő korlátja az írási és olvasási sebesség.
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A Java-ban írt eszközök teljesítménye jelentősen növelhető egy nagy kapacitású, 100-200
GB-os memóriával bíró számítógéppel. Mivel azonban az ilyen gépek nem minden kutatás
során állnak rendelkezésre, az IsoMut egy jó alternatívát kínál az olyan esetekben, mikor
a számítógépes kapacitás véges. Bár nem realisztikus bármelyik eszköz egy magon törté-
nő, párhuzamosítás nélküli futtatása, a 2. táblázatban egy ilyen oszlopot is feltüntettük a
könnyebb összehasonlíthatóság kedvéért.
12 mag 1 mag
Eszköz Párhuzamos











IsoMut 12 1 perc 24 s 4 óra 56 perc 1 7 perc 1
VarScan2 5-6 16 perc 2 nap 8 óra 11 1 óra 20 perc 11
MuTect 6-7 1 óra 7 perc 9 nap 20 óra 48 4 óra 55 perc 42
MuTect2 4-5 4 óra 35 nap 5 óra 171 21 óra 6 perc 178
2. táblázat. Futási idő összehasonlítása a különböző mutáció detektáló szoftverek
esetében. A futtatáshoz használt számítógépnek 12 magja és 23 GB memóriája volt. A
szoftvereket a 4,735 Mbp hosszú, 28-as bankivatyúk kromoszómán futtattuk, a használt
adathalmaz összes (30) mintájának felhasználásával.
Bár az IsoMut által alkalmazott rögzített szűrési paraméterek használata a fent tesz-
telt további algoritmusokhoz képest szofisztikálatlannak tűnhet, ez az egyszerű megközelí-
tés bizonyos szempontból előnyösebb, mint a komplikált statisztikai modellek használata,
amellett, hogy éppen annyira hatékonynak bizonyult a vizsgált mintákon. A bioinforma-
tikai szoftverek és mutáció detektáló algoritmusok rohamos fejlődése ellenére, az íratlan
szabály megmaradt, miszerint a kétséges esetekben a legbiztosabb visszanyúlni az eredeti
szekvenálási adatokhoz (például az IGV genom nézegető szoftverrel [133] vagy egy pileup
fájlban). Az IsoMut által használt és mutációnként meghatározott paraméterek értékeiből
a genomi pozícióra illett bázisok eloszlására egyértelmű következtetések tehetők, anélkül
hogy különböző valószínűségszámítási modellek p-értékeit kellene visszafejtenünk.
SZOFTVER IMPLEMENTÁCIÓ
Az egyszerű alkalmazhatóság érdekében a fenti algoritmus számítás-intenzív részét C
nyelven, a párhuzamosítást pedig Python-ban implementáltuk. A nyílt forráskódú eszköz
eredeti verziója (IsoMut) a https://github.com/genomicshu/isomut oldalról tölthető le, a
legújabb verzió (IsoMut2py) pedig a https://isomut2py.readthedocs.io/ oldalon található
dokumentáció instrukcióit követve egyszerűen telepíthető.
Az eredeti verzió egyik fő eleme egy Python kód, melyet a megfelelő elérési útvonalak
és paraméterértékek módosítása után a parancssorból futtathatunk. Bemenetként a referen-
ciagenomra felillesztett szekvenálási adatokat BAM formátumban várja, illetve szükséges
magának a referenciagenomnak az elérési útvonalát is megadni. Mindazonáltal a mutá-
ciókat nem a referenciától való eltérésként, hanem a minták egymástól való különbsége-
iként keressük. Az olyan kísérleti elrendezések esetében érdemes a szoftvert használni,
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mikor több izogenikus minta áll rendelkezésre, és ezekben az egyedi mutációkat kívánjuk
azonosítani. Minden esetben erősen javasolt a kontroll minták szekvenálása és haszná-
lata. Ezek lehetnek a kezelést megelőző kezdőklónok vagy azonos DNS-preparátumok
többszöri szekvenálási eredményei. Az IsoMut futtatása után ajánlott ezeknek a használa-
tával az S paraméter határértékének manuális beállítása úgy, hogy a kontroll mintákban
talált mutációk száma a lehető legalacsonyabb, a többi mintában pedig a legmagasabb
legyen. Az S érték változtatásának a hatását a 6. ábra c) panelje szemlélteti rögzített
sample_mut_freq_min= 0,21 és sample_cov_min= 5 paraméterek mellett. Az S értékének
utólagos beállítása azt is lehetővé teszi, hogy az SNV-kre, inzerciókra és deléciókra külön-
külön optimalizált értékeket használjunk. Amennyiben erre nincs lehetőség, érdemes a
kívánt FPR értékéhez igazítani a szűrési paraméterek értékét a 6. ábra a) paneljének táblá-
zata alapján. A vizsgált adathalmazra sample_mut_freq_min= 0,31, other_rnf_min= 0,93
és sample_cov_min= 7 paraméterekkel, az S érték optimalizálása nélkül kapott eredmé-
nyeket a 7. ábra demonstrálja. Kontroll mintánként átlagosan 6 mutációt detektáltunk
(FPR h 6 · 10−9), a kezelt mintákban pedig számos esetben 2000-nél is többet, melyből



































































































































































































































7. ábra. Az IsoMut eredményei az S paraméter optimalizálása nélkül. a. A detek-
tált SNV-k darabszáma mintánként. A függőleges szaggatott vonal a kétféle genotípusú
mintákat választja el egymástól, a színkódok a kezelés típusát jelzik. b. A detektált inde-
lek darabszáma mintánként. A függőleges szaggatott vonal a kétféle genotípusú mintákat
választja el egymástól, a színkódok a kezelés típusát jelzik, a sötétebb oszlopok az inzerci-
ókat, a világosabbak a deléciókat jelölik.
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Az IsoMut2py egy Python modul, mely egyszerűen installálható a Python saját csomag-
kezelő szoftverével (pip). A csomag által használt C kód alapjai megegyeznek az eredeti
IsoMut C kódjával, ám számos új funkcióval kibővítik azt. A megszokott paraméterek mel-
lett a detektáló folyamat egyéb lépései is testreszabhatóvá váltak, illetve lehetőség nyílik az
egyedi mutációk mellett közös mutációk azonosítására is. A modul emellett további függ-
vényeket tartalmaz, melyek segítik a mutációs eredmények automatikus optimalizálását,
ábrázolását, külső mutációs listák importálását, a minták kariotípusának összehasonlítá-
sát, illetve mutációs szignatúrák azonosítását. A következőkben az eredeti algoritmushoz
képesti további elemzési lehetőségeket tekintjük át.
KITERJESZTÉS ANEUPLOID MINTÁK ESETÉRE
Bár a humán genom alapvetően diploid (vagyis a testi kromoszómákból két példány
található meg az emberi szervezetben), számos sejtvonal és más faj létezik, ahol nem ez
a helyzet. Humán, leggyakrabban daganatos minták esetében is előfordul, hogy néhány
kromoszómából elveszik egy példány, vagy éppen több, mint kettő van belőle. Bizonyos
esetekben a ploiditás még az adott genomon belül sem állandó, hanem kromoszómáról kro-
moszómára, vagy akár genomi régióról genomi régióra változik. Az ilyen típusú mintákat
aneuploidnak nevezzük.
Mivel a mutációk detektálása során használt sample_mut_freq_min paraméter az alap-
ján válogatja ki a potenciális genomi pozíciókat, hogy az odailleszkedő szekvenált bázisok
aránya megfelelő-e, fontos tudnunk, hogy milyen bázisgyakoriságokra reális számítani.
Egy diploid genomnál ideális esetben a mutált bázis gyakorisága vagy 50%, vagy 100%
(homozigóta mutációnál). Ezzel szemben egy olyan kromoszómán, amiből három példány
is van, a gyakoriságot a 33%, 67% és 100% értékek körül várjuk. Így egy triploid genomon
a diploid genomra beállított szűrési feltételek túlságosan szigorúak. Ennek a problémának
az áthidalására az a megoldás, ha a lokális ploiditás ismeretében a sample_mut_freq_min
paraméter értékét dinamikusan állítjuk be. Ehhez azonban elsőként szükség van a lokális
ploiditás meghatározására a szekvenálási adatok alapján a teljes vizsgált genom mentén.
A szekvenálás alatt ideális esetben minden genomi szakaszból a mennyiségével arányos
short read keletkezik, bár a PCR (polymerase chain reaction; polimeráz-láncreakció) során
ezek az arányok módosulhatnak [134]. Ennek ellenére megalapozott abból a feltételezésből
kiindulni, hogy a többszörösen megjelenő kromoszómák több short readet eredményeznek,
így a lefedettségük is nagyobb lesz. A lokális lefedettségből tehát következtetések tehetők
a lokális ploiditásra vonatkozóan. Amennyiben ismert az egyszeresen megjelenő (haploid)
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Ehhez azonban elsődlegesen a chap értékének meghatározására van szükség. Nyomaté-
kosítjuk, hogy az alábbiakban leírt ploiditás-meghatározás csak szennyezetlen és homogén
populációk adatait tartalmazó (single cell clone) minták esetén megbízható. Mivel azon-
ban a szoftver eredeti funkciója éppen ezeknek a mintáknak az elemzése, így az aneuploid
mintákra való kiterjesztésnél is ezt tartottuk szem előtt.
Néhány gondolat a bayesi inferenciáról
Mind a haploid lefedettség becslését, mind pedig a különböző ploiditású genomi kom-
ponensek súlyának és azok eloszlásainak a paramétereinek meghatározását bayesi keve-
rékmodellek illesztésével végezzük el. A fogalmak tisztázása érdekében ezért elsőként a
bayesi módszerek sajátosságait tekintjük át nagy vonalakban [135] bevezetője alapján.
A bayesi gondolkodás alapvetően eltér a statisztikában hagyományos frekventista felfo-
gástól. Míg a frekventista elgondolás szerint egy esemény bekövetkezésének valószínűsége
a bekövetkezések hosszútávú gyakorisága, addig a bayesi valószínűség sokkal közelebb áll
az esemény bekövetkezésébe vetett hithez. Emiatt éppen a bayesi gondolatmenet tükrözi
jobban a természetesen, intuitív módon becsült valószínűségeket. Nyilvánvalóan a „hit”
fogalma teljesen szubjektív. Például ha két fél feldob egy dobókockát, melyet egyikük sem
lát, és megtippelik, hogy melyik oldala került felülre, várhatóan mindketten 1/6 valószínű-
séget rendelnének minden lehetséges számhoz. De ha az egyikük meglesné, hogy a kocka
hogy ért földet, ő már biztosan 1 valószínűséggel azt az egyetlen számot hinné ténylegesen
helyesnek, míg a másik fél „hite” nem változna. Tehát az egyének valamilyen esemény
bekövetkezésébe vetett hite különböző lehet.
A bayesi felfogás szerint még mielőtt bármilyen adattal találkoznánk, egy A esemény
bekövetkezéséhez hozzárendelünk egy „kezdeti hit” értéket, ezt hívjuk P(A) prior valószí-
nűségnek. Ha például egy pénzérme feldobásakor kell a „fej” valószínűségét megbecsül-
nünk, kezdetben mindenképp jogos a P(A) = 1/2 választás. Ha később azt tapasztaljuk, az
érme néhány feldobása után, hogy szinte mindig az „írás” kerül felülre, a korábbi hitünket
ezekkel az X tapasztalatokkal módosíthatjuk, megkapva a P(A|X) poszterior valószínűség
értékét, ami ebben az esetben 1/2-nél kisebb lesz, de kevés dobás után nem annyira, mint
a „fej”-ek gyakorisága lenne (tehát a frekventista valószínűség). Ahogy a megfigyelések
száma növekszik, a kétféle valószínűség egyre közelebb kerül egymáshoz.
Maga a poszterior valószínűség számolása a Bayes-szabály alapján triviálisnak tűnhet:
P(A|X) = P(X |A)P(A)
P(X)
∝ P(X |A)P(A)
ahol P(X |A) a „likelihood”, vagyis annak a valószínűsége, hogy ha az A esemény tényle-
gesen bekövetkezik, akkor éppen az X megfigyelést tesszük. Valójában a poszterior való-
színűség meghatározása komoly számítási problémákba ütközik, de az eloszlásból történő
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mintavételezés az esetek többségében megoldható. Ezt alkalmazzuk a lenti számítások
során.
A haploid lefedettség becslése
A haploid lefedettség becsléséhez az IsoMut2py egy bemeneti BAM fájlból elsőként
egy ideiglenes pileup fájlt hoz létre, melyből a lokális átlag lefedettséget és a referencia-
allél lokális gyakoriságát egy mozgóátlagolásos módszerrel határozza meg, mely érté-
keket az előre meghatározott tulajdonságú genomi pozíciókra (lásd: https://isomut2py.
readthedocs.io/en/latest/code_ploidy_estimation.html) ideiglenes fájlokban tárolja el. A
futási idő minimalizálása érdekében ez a folyamat erősen párhuzamosítottan, a genom rö-
vid szakaszain egymástól függetlenül fut.
A következő lépésben a kapott eredményekből a vizsgált pozíciók véletlen mintavéte-
lezésével, 2000 olyan pontban, melyben a lefedettség az előre megadott [cmin, cmax] inter-
vallumba esik, meghatározzuk a lefedettség-eloszlást. Az extrém (alacsony vagy magas)
lefedettségű pozíciók szűrésére azért van szükség, mert ezek gyakran csak a helytelenül
felillesztett short readek járulékai. Az eloszlás véletlen mintavételezése, az adatok mennyi-
ségének ily módon történő csökkentése a későbbi illesztést gyorsítja, és nem tapasztaltuk,
hogy több megfigyelést használva pontosabb eredményeket tudnánk elérni. Az így kapott
eloszlásra - annak standardizálása után, mely a priorok megválasztását teszi egyszerűbbé -
a pymc3 Python modul [136] segítségével, MCMC (Markov chain Monte Carlo; Markov-
lánc Monte Carlo) mintavételezéssel egy K = 20 komponensű bayesi Gauss keverék mo-
dellt illesztünk. Bár reálisan nem várjuk, hogy a lefedettség eloszlásban akár 20 különböző
ploiditású régióból származó pozíciók is megjelenjenek, ebben a kezdeti lépésben azonban
az a célunk, hogy a poszterior várható eloszlás a lehető legjobban illeszkedjen a megfigyelt
adatokhoz, függetlenül a folyamat biológiai hátterétől. Ennek érdekében a 20 komponens
használatával valójában a zajra is illesztünk. Arról, hogy az általunk választott K értéke
valóban elegendően magas ahhoz, hogy kellően jól tudjuk közelíteni az eredeti eloszlást,
a gyakorlatban úgy bizonyosodhatunk meg, hogy a poszterior eloszlásban a komponensek
egy részénél a súly várható értéke elhanyagolható kell, hogy legyen, ami tapasztalataink
szerint a vizsgált esetekben teljesül. A poszterior eloszlás meghatározásához használt pri-
orok a pymc3 modul útmutatása [137] szerint:
α ∼ Gamma(1,1)






λ1, . . . ,λK ∼U(0,5)
τ1, . . . ,τK ∼ Gamma(1,1)
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Az MCMC során a poszterior eloszlás mintavételezésével több ezer mintát generálunk,
melyekből a modell paramétereinek poszterior várható értéke átlagolással meghatározha-
tó. A K db. komponens súlyának várható értékét így kiszámítva, kiválasztjuk azt a k∗






ahol µ̄k∗ a legnagyobb súlyú komponenshez tartozó Gauss-eloszlás középértékének posz-
terior várható értékének visszatranszformált (destandardizált) értéke, µ̄min pedig a kom-
ponensekhez tartozó Gauss-eloszlások középértékeinek poszterior várható értékei közül a
legkisebb olyannak a destandardizált értéke, ami még magasabb, mint az eredeti lefedettség-
eloszlás minimuma. A µ̄k-k minimumát azért nem érdemes szűrés nélkül használni a hap-
loid lefedettség becslésére, mert a viszonylag nagy számú illesztett komponens miatt az
esetek egy részében akár negatív értéke is lehet, ha a hozzá tartozó komponens súlya nem
számottevő. Így azt a legkisebb µ̄k-t választjuk ki helyette, melynek az értéke konzisztens
az eredeti adatokkal. Még ennek ismeretében is meglepő a fenti bonyolult képlet hasz-
nálata. A haploid lefedettséget azért alapozzuk jelentős részben a legdominánsabb kom-
ponensre kapott várható középértékre, mert ennek az értéke a legbiztosabban becsülhető.
Így elsőként megbecsüljük, hogy a legdominánsabb komponens melyik ploiditáshoz tar-
tozhat (a fenti képlet nevezője), majd a hozzá tartozó középérték poszterior várható értékét
osztjuk a kapott értékkel.
A teljes fenti illesztést és a c̃hap származtatását 10-szer egymás után elvégezzük, majd
a végső becslést chap-ra a kapott c̃hap-k q. percentiliseként határozzuk meg. Az, hogy
q értékét minek érdemes megválasztani, erősen függ az eredeti lefedettség-eloszlás tulaj-
donságaitól, így magától a vizsgált genomtól is. Ennek a demonstrálására kilenc olyan
valódi minta szekvenálási adataiból határoztuk meg a haploid lefedettséget, melyeknek a
lefedettség-eloszlása alapvetően eltér egymástól (8. ábra). Néhány kivétellel a q = 75
használatával a becsült érték az eredeti chap 20%-os környezetébe esik, így alapértelmezett
értékként az IsoMut2py ezt használja az elemzés során, de a megfelelő paraméter meg-
változtatásával ez szabadon átállítható. Mivel a valós szekvenálási adatok használatával
chap tényleges értéke nem módosítható, 7-féle mesterségesen generált lefedettség-eloszlás
esetén azt is teszteltük, hogy a haploid lefedettség értéke milyen hatással van a különbö-
ző q értékek hatékonyságára. Minden eloszlás esetében hétféle pi,1 ≤ i ≤ 7 ploiditású,
wi súlyú régiót szimuláltunk a genomon belül, mindegyik esetében feltételezve, hogy a
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mesterséges genomok a wi súlyfaktorokban és a σi szórásokban különböztek egymástól
(B3. táblázat). A 9. ábra különböző paneljei azt szemléltetik a különböző kezdeti eloszlá-
sokra, hogy különböző chap értékek esetén melyik q érték adja a legjobb becslést. Ebben az
esetben is azt találtuk, hogy a q = 75-tel kapott eredmények a legtöbb esetben elfogadha-
tóak, főként azoknál a genomoknál, melyek a gyakorlatban leginkább előfordulnak (DT40,
aneuploid, normál humán, zajos diploid), mindazonáltal a tisztán triploid és haploid, illetve











































8. ábra. A haploid lefedettség becslése különböző lefedettség-eloszlású genomok ese-
tén. A jobboldali panelek a különböző genomok lefedettség-eloszlásait szemléltetik, a
számok a valódi haploid lefedettség értékét jelölik. A különböző színű pontok a különbö-
ző genomokon rögzített q-ra 10-szer elvégzett mérések átlagát, a hibavonalak ezek szórását
mutatják. A szürke sáv a tényleges haploid lefedettség 20%-os környezetét jelöli.
Mivel a fenti becslés nem teljesen precíz eredményt kíván meghatározni, hanem pusz-
tán arra szolgál, hogy az elemzés következő fázisában a haploid lefedettségre egy elfogad-
ható (±20%-os intervallumon belüli) priort tudjunk felállítani, némi pontatlanság elfogad-
ható. Ha azonban jól ismerjük a szekvenálási adatok minőségét, és a haploid lefedettségre
manuálisan is tudunk becslést tenni (például egy normál humán genom esetén az átlagos
lefedettség fele), a fenti lépés kihagyható, és az elemzés folytatható a manuálisan bevitt
értékkel. Ezzel részben időt spórolhatunk, másrészt pedig ellenőrizhetjük, hogy biztosan
reális eredményeket kapunk.
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valódi haploid lefedettség valódi haploid lefedettség
valódi érték minimum 25. percentilis
medián átlag 75. percentilis maximum
9. ábra. A haploid lefedettség becslése különböző lefedettség-eloszlású mesterséges ge-
nomok esetén. A különböző panelek a B3. táblázat szerint generált lefedettség-eloszlások
méréseit ábrázolják. A különböző színű pontok a különböző genomokon rögzített q-ra
10-szer elvégzett mérések átlagát, a hibavonalak ezek szórását mutatják. A szürke sáv a
tényleges haploid lefedettség 20%-os környezetét jelöli.
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Különböző ploiditású régiók súlyának és tulajdonságainak meghatározása a genom
mentén
Amint a haploid lefedettségre a fenti módon megkaptuk az első becslést, a lefedettség-
eloszlásra egy újabb bayesi Gauss keverék modellt illesztünk, ezúttal azonban K = 7 kom-






c1 ∼U(chap ·0,8,chap ·1,2)
µi = c1 · i
σi ∼U(0,chap/2)
t1≤k≤N ∼ Categorical(p = w)
x1≤k≤N ∼ N(µtk ,σtk)
Vagyis a modellt úgy állítjuk fel, hogy véletlenszerűen kiválasztjuk a 7 különböző plo-
iditást reprezentáló komponens súlyát, figyelembe véve, hogy a súlyok összegének 1-nek
kell lennie. A tényleges c1 haploid lefedettségre olyan priort adunk, ami a fenti mó-
don becsült chap 20%-os környezetéből azonos valószínűséggel választja ki az értékeket.
(Azért fontos a chap értékét legalább 20%-os pontossággal becsülni, mert ez a prior min-
den olyan értékhez, ami kívül esik ezen a tartományon, nulla valószínűséget rendel.) A
Gauss-eloszlások középértékeit ebből a c1 értékből determinisztikusan, annak egész szá-
mú többszöröseiként származtatjuk. Mindegyik Gauss szórására a priort a [0,chap/2] in-
tervallumon vett egyenletes eloszlásnak állítjuk be. A felső küszöbértéket azért érdemes a
chap-hoz igazítani, mert így várhatóan kevésbé csúsznak össze, illetve cserélnek szerepet a
különböző görbék az iterálás során. Ezek után minden k. mérési ponthoz (1 ≤ k ≤ N) vé-
letlenszerűen, a komponensek súlyával arányosan választunk egy tk (1≤ tk ≤ 7) kategóriát,
vagyis hozzárendeljük valamelyik ploiditás-komponenshez. Annak a feltételes valószínű-
sége („likelihood”), hogy az xk mérési pont az adott modellparaméterek mellett épp olyan
lefedettségű, amit valóban megfigyelünk, N(µtk ,σtk).
A fentiekhez hasonlóan, a kérdéses paraméterek végleges értékének azok poszterior
várható értékét tekintjük, melyet az MCMC módszerrel történő mintavételezést követően
egyszerű átlagképzéssel határozunk meg. Az illesztett 7 komponensű modell paraméterér-
tékeit a későbbiekben a lokális ploiditás becslése során használjuk fel. Az IsoMut2py lehe-
tőséget biztosít annak az ellenőrzésére, hogy az illesztett modell ténylegesen jól jellemzi-e
az eredeti adatokat (B5. ábra). Amennyiben nagy eltérést tapasztalunk a modell és az ere-
deti lefedettség-eloszlás között, érdemes a 7 komponensű modell illesztését újra elvégezni
egy manuálisan megbecsült chap értékkel.
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Lokális ploiditás becslés
Miután a fenti módon megkaptuk a 7-féle ploiditáshoz tartozó Gauss-eloszlások pa-
ramétereit (wi súly, µi középérték, σi szórás), ezeket oly módon használjuk fel a lokális
ploiditás meghatározásához, hogy a genomon egy mozgóátlagolásos módszerrel minden
átfedő régióra (az ablakméret és eltolás állítható paraméterek) kiszámoljuk a cavg átlagos
lefedettséget. A poszterior valószínűsége annak, hogy az adott régió i ploidititású:







Ezt az értéket minden i ploiditásra meghatározzuk, majd az adott régió összes genomi
pozíciójára lejegyezzük azt az i-t, melyre a maximális értéket kaptuk. Végül egy adott
genomi pozícióban a becsült ploiditiás az összes olyan régióra kapott becslés átlagaként áll
elő, mely a pozíciót tartalmazza.
A heterozigótaság elvesztésének (LOH) lokális becslése
A heterozigótaság elvesztéséről (LOH; loss of heterozygosity) egy diploid genom ese-
tén például akkor beszélhetünk, ha egy kromoszómából valamilyen oknál fogva törlődik az
anyai vagy az apai példány, és így az eredetileg heterozigóta genomi pozíciókban is csak
egy típusú bázist találunk, vagyis a referencia bázis gyakorisága a kb. 0,5 helyett 0 vagy
1 lesz. Ezt a koncepciót általánosítva az IsoMut2py azokon a genomi régiókon detektál
LOH-t, ahol nem igaz, hogy a jelenlévő i példányból pontosan 1-ben tér el a detektált bázis
a maradék i−1 példányban találttól. Tehát amennyiben több példány is található egy adott
genomi régióból (ploiditás ≥ 1), arra számítunk, hogy az ott megjelenő mutációk mindig
csak egy példányt érintenek ezek közül. Amennyiben ez a feltételezés nem helyes, a régiót
LOH régióként azonosítjuk.
Mivel a ploiditás értéke feltétlenül egy egész szám, az elméletileg elképzelhető referen-
cia allél frekvenciák is csak néhány diszkrét érték valamelyikét vehetik fel (a szimmetria
miatt csak a legalább 1/2-et elérő értékeket tüntettük fel):




4 3/4 1/2 1
5 4/5 3/5 1
6 5/6 1/2 2/3 1
7 6/7 5/7 4/7 1
Miután a lokális ploiditást az adott genomi szakaszra megbecsültük, a nem haploid
és nem triploid régiókon megvizsgáljuk, hogy a tapasztalt referencia allél gyakoriságok a
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fenti AFelm elméleti allél frekvenciák közül melyikkel állnak a leginkább összhangban. Ez
matematikailag azt jelenti, hogy a régióban tekintjük az összes olyan referencia allél frek-
venciát, ami eléri az 1/2-es értéket, majd kiszámítjuk annak az együttes valószínűségét,
hogy ezek mind az adott AFelm-hez tartozó feltételezett eloszlásból (σ = 2/cavg normális,
AFelm = 0,5 és AFelm = 1 esetén fél-normális eloszlás) származnak. Amennyiben nem a
fenti táblázatban első helyen szereplő AFelm a legvalószínűbb, a régióban LOH-t detektá-
lunk. A ploiditás becsléséhez hasonlóan a végső LOH értéke (igen/nem) az adott genomi
pozíciót lefedő összes régióra becsült érték átlagaként áll elő.
A teljes genomra kapott ploiditás és LOH értékeket az IsoMut2py ábrázoló függvénye-
inek segítségével könnyen vizualizálhatjuk (10. ábra).
10. ábra. A teljes genomra kapott becsült ploiditás és LOH értékek az IsoMut2py
modul ábrázolásában. A fenti panelen feketével jelennek meg a különböző régiókra moz-
góátlagolással kapott lefedettség értékek és a diploid lefedettség (2 ·µ1) hányadosa („depth
ratio”), a kék sávok pedig az értékek 25. és 75. percentilisét jelölik. A piros pontok az
IsoMut2py által becsült ploiditást mutatják. (Azokat a régiókat, ahol a becslés sikertelen
volt, nulla ploiditással jelezzük.) A lenti panelen ugyanezzel a mozgóátlagos megköze-
lítéssel a fekete pontok a nem domináns allél frekvenciáját („BAF”) jelölik, a kék sávok
ezen értékek 25. és 75. percentilisét, a piros pontok pedig a becsült ploiditás reciprokát.
Kényelmi szempontokból a haploid régiókon a piros pontok értékének nullát választottunk.
A narancssárgával jelölt régiókon az IsoMut2py LOH-t detektált.
Különböző minták kariotípusának összevetése
Bár hangsúlyozzuk, hogy az IsoMut2py ploiditás becslő funkciója nem a hagyományos
CNV detektáló eszközök feladatát igyekszik ellátni, egy naiv kariotípus összehasonlítást
mégis implementáltunk. Ezt főként a vizsgált genomok kezdeti feltérképezésére javasol-
juk, mintsem pontos CNV azonosításra. Ennek elsődleges oka, hogy a CNV-k azonosí-
tásánál helytelen nem kiaknázni a két mintából származó összes szekvenálási informáci-
ót. Ezzel szemben az IsoMut2py ploiditás becslő algoritmusait arra optimalizáltuk, hogy
egyetlen minta short readjeit használva viszonylag megbízható eredményeket kapjunk a
ploiditásra vonatkozóan.
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Ha az összevetni kívánt két mintára a fenti módon megbecsültük a lokális ploiditást, az
összehasonlítást a compare_with_other() függvény segítségével végezhetjük el. Elsőként
összegyűjtjük az összes olyan genomi régiót, melyeknél a becsült ploiditás a két mintában
eltérő (i1 6= i2). Ezek után minden ilyen régióban legyártjuk a két minta közös pileup fájlját,
melyből az adott régióra meghatározzuk mindkét mintában az átlagos lefedettséget (c1avg és











i ), mindkét mintában meghatározzuk, hogy mi annak a poszterior
valószínűsége, hogy az adott régió i1, illetve i2 ploiditású:










ahol m ∈ {1,2} és n ∈ {1,2} a mintákat jelöli.
Ezekből annak a valószínűsége, hogy a kérdéses genomi szakasz ploiditása a két min-





P(különböző) = P(i1|c1avg) ·P(i2|c2avg))
Az adott régiót minőségileg jellemző érték a P(különböző)/P(azonos), melyre egy tetsző-
leges minimális értéket beállítva kiválogathatjuk azokat a szakaszokat, melyek nagy va-
lószínűséggel ténylegesen különböző ploiditásúak a két mintában. A szakaszok hosszára
vonatkozó szűrési paraméter értékét változtatva a legrövidebb ilyen szakasz hosszát állít-
hatjuk be.
Amennyiben a vizsgált mintát pusztán egy bed fájllal kívánjuk összevetni, melyhez
nem tartozik a ploiditás becsléséből származó paraméterszett és BAM fájl, a függvény
egyszerűen, a minőséget jellemző fenti érték nélkül kilistázza azokat a régiókat, melyekben
eltérést tapasztal.
A szűrési paraméterek ploiditásfüggő, dinamikus adaptálása
Amennyiben a mutáció detektálás során egy jól ismert, konstans ploiditású, de nem
diploid genomot kívánunk elemezni, lehetőség van a constant_ploidy paraméter értékének
manuális átállítására (alapértelmezetten constant_ploidy = 2).
Ha egy bonyolultabb szerkezetű genomot vizsgálunk és a fenti módon határoztuk meg
a lokális ploiditást a különböző pozíciókban, a kapott eredményeket az IsoMut2py genera-
te_ploidy_info_file() függvényének a segítségével átalakíthatjuk bed formátumba, melyet
a mutációk azonosítása során fel tudunk használni [139]. Ha az elemzett minták kario-
típusa (csoportonként) megegyezik, a fenti ploiditás becslést elég (csoportonként) egyet-
len mintán lefuttatni, majd a mutáció detektálás során jelezni, hogy melyik minta melyik
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ploiditás-csoporthoz tartozik.
Az olyan esetekben, mikor bár a genom alapvetően konstans ploiditású, de néhány régi-
óról tudjuk, hogy duplikáció vagy deléció érte, ezeket manuálisan felsorolhatjuk a később
felhasználni kívánt bed fájlban.
A lokális ploiditásra vonatkozó információt a mutációk azonosítása során úgy hasz-
náljuk fel, hogy az eredeti, diploid genomokon értelmezett sample_mut_freq_min szűrési
paraméter értékét a lokális i ploiditás függvényében a következőre módosítjuk:
sample_mut_freq_min(i) = sample_mut_freq_min ·2/i
KÖZÖS MUTÁCIÓK KERESÉSE
Mivel az eredeti IsoMut szoftver az egyedi mutációk keresésére lett optimalizálva, az
IsoMut2py is ezt tekinti alapértelmezett beállításnak. Ebben a verzióban azonban lehetőség
nyílik az olyan mutációk detektálására is, melyek több, mint egy mintában megjelennek,
amennyiben az unique_mutations_only paraméter értékét False-ra állítjuk. Ezzel a futási
idő ugyan megnövekszik, de a minták közti leszármazási kapcsolatok feltérképezhetővé
válnak.
A közös mutációk detektálása során az egyedi mutációk keresésénél megismert alap-
elveket követjük: elvárjuk, hogy a valóban mutált mintákban megjelenő alternatív bázis
frekvenciája kellően magas legyen (sample_mut_freq_min(i)), míg a mutációt nem hor-
dozó minták legyenek megfelelően tiszták (other_rnf_min). A detektáló algoritmus ki-
menetében megjelenő, a mutációkat jellemző paramétereket minden genomi pozícióban
a „legkevésbé mutált” és a „legkevésbé tiszta” minták tulajdonságai alapján határozzuk
meg, vagyis a lehető legszigorúbb értékeket tüntetjük fel. Az S érték meghatározásához te-
hát nullhipotézisként feltesszük, hogy a „legkevésbé mutált” mintában és a „legzajosabb”
mintában a bázisgyakoriságok elméleti eloszlása megegyezik. A Fisher-féle p-érték annak
a valószínűsége, hogy ilyen nullhipotézis mellett éppen a megfigyelt bázisokat tapasztal-
juk a két mintában. Mivel S =− log p, minél nagyobb S értéke, annál biztosabbak lehetünk
benne, hogy a „legkevésbé mutált” minta valóban mutált, míg a „legzajosabb” valójában is
csak zajos. Azokat a pozíciókat, melyekben találunk olyan mintát, ami nem elég tiszta, de
nem is eléggé mutált, kiszűrjük, mint zajos helyeket.
TOVÁBBI ELEMZÉSI LEHETŐSÉGEK
Az S érték optimalizálása
Az IsoMut esetében javasolt S értékre történő utólagos optimalizálást az IsoMut2py
képes automatikusan is elvégezni. Ehhez elsőként meg kell adnunk azoknak a kontroll
mintáknak a listáját, melyekben nem számítunk egyedi mutációk megjelenésére. A fenti-
ekben leírtaknak megfelelően ezek lehetnek a kísérletek kezdőklónjai vagy többszörösen
megszekvenált DNS preparátumok. Amennyiben normál-tumor mintapárokkal dolgozunk,
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a normál mintákat tekinthetjük kontrolloknak, hiszen ezekben szomatikus mutáció nem
várható. Emellett egy hozzávetőleges becslést kell tennünk arra, hogy genomonként hány
FPmax fals pozitív találatot tartunk elfogadhatónak. Ezzel a beállítással FPmax mennyiségű
fals pozitív SNV-t, inzerciót és deléciót engedünk meg a vizsgált genomon. Ezt követő-
en az optimize_results() függvény különböző S értékek mellett meghatározza a kontroll
mintákban és a többi mintában található egyedi mutációk számát, végül pedig egy olyan
küszöbértéket választ S-re, mellyel a kontroll mintákban nem lépjük túl az előre definiált
fals pozitívok számát, de a többi mintában a lehető legtöbb találatot kapjuk.
Az optimalizálást ploiditásonként és mutáció típusonként külön-külön végezzük el. Az
adott ploiditásra jutó FPi fals pozitívok maximális számát alapvetően az adott ploiditású
régiók teljes Li hosszának és a genom L hosszának hányadosával arányosan kellene meg-
választani. Annak érdekében azonban, hogy időt spóroljunk, az Li/L hányadost az adott m
mutáció típusból (m ∈ {SNV, inzerció, deléció}) az adott i ploiditású régiókon detektáltak





Ezzel az optimalizálást követően mutáció típusonként és ploiditásonként különböző Sminm,i
küszöbértékeket kapunk.
Kérdéses mutációk további vizsgálata
Mivel még az optimalizálást követően is előfordulhat, hogy a mutációk végső listájá-
ban gyanús helyeket találunk, a check_pileup() függvénnyel manuálisan lekérdezhetjük az
adott genomi pozícióban (vagy azok listájában) a szekvenálási adatokat, így végül ezekre
alapozva akár új szűrési paraméterek bevezetésével újra válogathatjuk a mutációkat. Bár
a pileup formátum gyakran nehezen átlátható, a fenti függvény kimenete a pileupban lévő
információkat könnyen interpretálható, de adatvesztéssel nem járó formátumba kondenzál-
ja.
Mutációk vizualizálása, szomatikus mutációk spektruma és dekompozíciója
Mihelyst a mutációk listáját a fenti módon véglegesítettük, a biológiai interpretációhoz
fontos lehet az eredmények vizualizálása is. A minták összehasonlításához az egyik leg-
hasznosabb ábrázolási lehetőség a mintákban talált mutációk darabszámának felrajzolása.
Ezt az IsoMut2py mind az egyedi, mind az összes mutációra vonatkozóan egy oszlopdiag-
ramon jeleníti meg a plot_mutation_counts() függvény segítségével.
A mutációk genomi pozíciójának vizsgálatára az egyik látványos módszer az ún. ra-
infall ábrák generálása, melyeken a vízszintes tengelyen a mutáció genomi pozíciója sze-
repel, a függőlegesen pedig az adott mutációnak a genomi távolsága az őt megelőző mu-
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tációtól (11. ábra). Amennyiben a mutációk hajlamosak klasztereződni, az egy ilyen áb-
rán egyrészt láthatóvá válik a pontok vízszintes irányú besűrűsödéséből, másrészt pedig
a függőleges tengelyen felvett alacsony értékekből. Emellett, ha a vizsgált mintában sok
a dinukleotid mutáció (DNV), az a rainfall ábrán a függőleges (logaritmikus) tengely 100
szintjénél rajzolódik ki.





































11. ábra. A detektált mutációk rainfall ábrája. A különböző színek a mutációk típusát
kódolják (INS: inzerció, DEL: deléció, SNV-k esetén a bázisváltozás alapján kategorizál-
va). A vízszintes tengelyen a mutáció abszolút genomi pozíciója látható (a megjelenített
kromoszómasorrend mellett), a függőleges szürke vonalak a kromoszómák határát jelölik.
A függőleges tengelyen logaritmikus skálán az adott mutációnak az előző variánstól szá-
mított genomi távolságát ábrázoltuk. A 9. kromoszóma közepe táján például az ábra lenti
































12. ábra. A vizsgált minták hierarchikus klaszterezése a detektált mutációk száma
alapján. A hőtérkép azt ábrázolja, hogy hány olyan mutáció volt egy adott mintapár ese-
tén, mely mindkét mintában megtalálható volt. Az átlóban az adott mintában talált összes
mutáció darabszáma látható.
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Az IsoMut2py modulba beépítettünk emellett egy naiv, hierarchikus klaszterezést foly-
tató függvényt, mely arra alapozva, hogy a különböző minták között páronként hány közös
mutáció volt, létrehozza a minták dendrogramját, melyből a köztük lévő leszármazási kap-
csolatokra lehet következtetni (12. ábra).
A szomatikus mutációk statisztikus tulajdonságainak a vizsgálatára az egyik legelter-
jedtebb módszer a fent részletezett mutációs spektrumok felrajzolása. Az IsoMut2py mo-
dul a [115] tanulmány által közzétett referencia szignatúrákat használja és a decompo-
se_SNV_spectra(), decompose_DNV_spectra() és decompose_indel_spectra() függvények
ugyanezeken a bázisokon ábrázolják mintánként a detektált szomatikus mutációkat (13.
ábra). (Lehetőség van az összes mutáció együttes spektrumának ábrázolására is, mivel
azonban a referencia szignatúrákat szomatikus mutációs katalógusok alapján határozták
meg, így az alapértelmezett beállítás is csak ezeket a mutációkat tekinti.) A DNV-spektrum
esetében a hagyományos „lineáris” ábrázolás helyett az eredményeket egy mátrixon értel-




13. ábra. A detektált mutációk spektrumai az IsoMut2py ábrázolásában. a. Az egybá-
zisos változások eloszlása a genomi környezettől függően (SNV-spektrum). b. Az egymás
melletti bázisokat érintő dupla mutációk eloszlása az eredeti bázispár és a mutált bázispár
szerint (DNV-spektrum). c. Az indelek eloszlása az indel hossza és a genomi környezet
függvényében.
A mintákban megfigyelhető mutációs eloszlások esetén gyakran felmerül a kérdés,
hogy hogy vezethetjük vissza az eredményeket a referencia szignatúrák különböző járu-
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lékaira. Ehhez az IsoMut2py egy a [140] kutatás által inspirált EM (expectation maximiza-
tion ∼ várható értéket maximalizáló) algoritmust implementál. Az elemzés során az adott
minta spektrumának 1-re normált verziójával dolgozunk, elsősorban azért, mert ugyanez
igaz a referencia szignatúrákra is.
Első lépésben a referencia szignatúrák kezdeti arányait inicializáljuk az adott mintá-
ban. Ehhez kiszámoljuk a minta s spektruma és az összes ri szignatúra közti koszinusz




A kezdeti θi szignatúra arányokat alapértelmezetten a koszinusz hasonlóságokkal arányo-
san vesszük fel, de lehetséges az egyenlő súlyfaktorok beállítása is. Mindkét esetben
∑i θi = 1.
Ezek után a spektrum összes n mutációjára meghatározzuk, hogy mekkora δn,i való-
színűségekkel származik egy adott ri referencia szignatúrától. Mivel a szignatúrák 1-re
normáltak, ehhez egyszerűen meghatározzuk az adott mutáció kn típusát (bázisváltás és
genomi környezet szerint) és megnézzük a szignatúrában az adott komponens súlyát:
δn,i = rikn
Az EM algoritmus iterációi során, az E-lépésben kiszámoljuk azt a zn,i feltételes való-
színűséget, hogy az aktuális θi szignatúra súlyfaktorok mellett mekkora valószínűsége van








Ezt az eljárást addig ismételjük, míg a θi értékekre kapott korrekció egy küszöbérték alá
nem esik.
Miután megkaptuk a szignatúrák várható súlyát, egy utólagos szűrésnek vetjük alá őket.
Elsőként minden mutációt besorolunk a zn,i mátrix alapján annak a szignatúrának a járulé-
kába, amelyikből a legvalószínűbben származik. Ezt követően az összes szignatúra közül
eldobjuk azokat, melyek a minta spektrumához nem járulnak hozzá legalább filter_count
darab mutációval, illetve a mutációk legalább filter_percent százalékával. Egy további szű-
rési beállítással (keep_top_n) azt is megtehetjük, hogy csak az n legdominánsabb (legtöbb
mutációt adó) szignatúrát tartjuk meg. Ezek után a teljes EM-algoritmust újrafuttatjuk az
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így megritkított szignatúrák halmazán.
Végül a különböző szignatúrák járulékait mintánként külön-külön oszlopdiagramon áb-
rázoljuk.
Mutációs listák importálása
Előfordulhat, hogy az IsoMut2py optimalizációs, ábrázolási és dekompozíciós függvé-
nyeit egy meglévő mutációs halmazon szeretnénk használni, melyeket egy másik mutáció
detektáló szoftverrel azonosítottunk. Amennyiben ezt az adathalmazt egy megfelelő for-
mátumú pandas adattáblává tudjuk alakítani, az IsoMut2py összes függvénye alkalmazható
lesz rá. A leggyakrabban a mutációk listáját VCF formátumban hozzák létre a különbö-
ző számítógépes eszközök, ezeket a pyvcf Python modul segítségével könnyen beolvas-
hatjuk, majd néhány egyszerű átalakítással a megfelelő formátumra konvertálhatjuk (lásd
https://isomut2py.readthedocs.io/en/latest/external_mutations.html).
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GENOMIKAI BIOMARKEREK: NGS TECHNIKÁVAL A
DAGANATOS BETEGSÉGEK NYOMÁBAN
A BRCA1 ÉS BRCA2 GÉNEK HIÁNYÁNAK HATÁSA A MUTÁCIÓS SPEKTRUMRA
A daganatos sejtekben igen gyakran előforduló genomi instabilitás fő okozója álta-
lában valamilyen DNS-javító mechanizmus hibája. A homológ rekombinációban aktí-
van résztvevő BRCA1 és BRCA2 fehérjéket kódoló gének öröklődő, csíravonal mutá-
ciói például növelik a petefészek- és az emlőrák kialakulásának kockázatát [141, 142].
A BRCA1/2-hiányos tumorokban számos kutatás során megfigyelhetők voltak a geno-
mi instabilitás karakterisztikus, nagyskálás jegyei [143–145], ugyanakkor a pontmutációk
spektrumában okozott specifikus változások feltérképezetlenek maradtak. Bár a mutáci-
ós szignatúrák megalkotásakor [112] sikerült azonosítani olyan mutációs folyamatok le-
nyomatát, melyek korreláltak a BRCA1/2 gének rendellenes működésével, mivel azonban
egy daganaton belül számos genomi hiba halmozott hatása is megjelenhet, a ténylegesen
BRCA1/2-specifikus mutációs spektrum vizsgálatához optimalizáltabb kísérleti elrende-
zésre van szükség.
Ennek érdekében az MTA Enzimológiai Intézetének Genom Stabilitás Kutatócsoport-
jával közösen végzett kutatásunk [146] során arra kerestük a választ, hogy mennyiben más
a BRCA1/2-hibás sejtek mutációs spektruma, mint a vadtípusú sejteké normál körülmé-
nyek között, illetve a DNS-mutációk számát erősen növelő metil-metánszulfonát (MMS)
kezelés [147, 148] hatására. A szer elsősorban a DNS metilációját segíti elő, főként az
adenin és guanin bázisoknál. A MeG nem akasztja meg a DNS-szintézist, és vele szem-
ben ténylegesen a helyes citozin bázis épül be, de a MeA-nel szemben gyakran nem T
szintetizálódik. Emellett a metiláció mindkét bázist igen instabillá teszi, melynek a kö-
vetkezményeként gyakran abázikus helyek, majd esetlegesen kettős DNS-száltörések is
kialakulhatnak. Ezeknek a javításában a homológ rekombináció - amennyiben működik
- aktív szerepet kap. A HR hiánya okán bekapcsolódó NHEJ útvonal várhatóan növeli a
rövid deléciók számát, de a pontmutációk tulajdonságaira vonatkozóan nem voltak korábbi
eredmények.
A kísérletek során az IsoMut optimalizálásához is használt DT40 sejtvonalat vizsgál-
tuk, részben mert genomja harmad olyan hosszú, mint a humán genom, illetve igen gyakran
alkalmazzák DNS-javító mechanizmusok modellezése során [149], továbbá számos olyan
izogenikus mutáns sejtvonala elérhető, melyekben célzottan valamilyen DNS-javításért fe-
lelős gént blokkoltak. A mérésekhez minden elemzett sejtvonalat (vadtípus (WT), BRCA1
génben heterozigóta mutációt hordozó (BRCA1+/−), BRCA1 génben homozigóta mutá-
ciót hordozó (BRCA1−/−), BRCA2 génben heterozigóta mutációt hordozó (BRCA2+/−),
BRCA2 génben homozigóta mutációt hordozó (BRCA2−/−), mutáns PCNA gént hordo-
zó (PCNAK164R)) háromféle „kezelésnek” vetettük alá: kezelés- és szaporításmentes eset
(kontroll kezdőklón), kezelésmentes, de szaporított eset („mock treatment”: álkezelés), il-
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letve a tényleges MMS-kezelt eset. A kezdőklónokból egyet, az álkezelt és MMS-kezelt
klónokból kettőt vagy hármat szekvenáltunk mutáns sejtvonalanként. Ez alól egyedül a
PCNAK164R sejtvonal volt kivétel, melyből minden kezelést tekintve egy klónt szekvenál-
tunk (3. táblázat). A teljes genom szekvenálás előtt minden alkalommal a kezelt populáció
egyetlen sejtjét szaporítottuk fel, ezzel homogén genomi állományt hoztunk létre.
Genotípus és kezelés n SNV inzerció deléció
WT
kezdőklón 1 4 0 0
„mock” kezelés 3 72 ± 5 4,7 ± 1,5 1,7 ± 0,6
MMS 3 1489 ± 620 5,5 ± 2,5 6,0 ± 2,1
BRCA1+/−
kezdőklón 1 5 0 0
„mock” kezelés 2 63 ± 14 4,0 ± 1,3 2,5 ± 1,5
MMS 3 1582 ± 840 3,0 ± 1,7 9,3 ± 3,5
BRCA1−/−
kezdőklón 1 1 1 0
„mock” kezelés 3 562 ± 75 8,0 ± 1,0 12,7 ± 1,2
MMS 3 2414 ± 201 7,3 ± 2,1 24,7 ± 6,5
BRCA2+/−
kezdőklón 1 2 0 1
„mock” kezelés 3 79 ± 13 2,7 ± 1,2 2,0 ± 2,0
MMS 2 1629 ± 88 3,5 ± 2,1 9,0 ± 4,2
BRCA2−/−
kezdőklón 1 2 0 0
„mock” kezelés 3 511 ± 21 10,3 ± 3,1 33,0 ± 5,0
MMS 3 2986 ± 324 11,7 ± 4,2 40,3 ± 2,1
PCNAK164R
kezdőklón 1 1 0 0
„mock” kezelés 1 43 5 7
MMS 1 2286 3 6
3. táblázat. A vizsgált mintákban detektált mutációk száma. A kezdőklónokban talált
mutációk fals pozitívok. (n: az azonos genotípusú és azonos kezelést kapott klónok száma;
SNV: a mintákban detektált pontmutációk átlagos száma és szórása; inzerció: a minták-
ban detektált inzerciók átlagos száma és szórása; deléció: a mintákban detektált deléciók
átlagos száma és szórása)
Az elemzés során a mintákra jellemző egyedi mutációk detektálására fektettük a hang-
súlyt, melyeket az IsoMut eredeti verziójával detektáltunk. Az S érték optimalizálásakor
a kezdőklónokban maximálisan 5 fals pozitív SNV megjelenését engedélyeztük (3. táblá-
zat). A kapott mutációs listából létrehoztuk az SNV-spektrumokat, illetve a rainfall ábrákat
(14. ábra). A vad típusú mintáknál azt találtuk, hogy a „mock” kezelés mellett létrejövő
spontán mutációk spektrumában leginkább a CpG bázispároknál megjelenő C>T bázisvál-
tások a gyakoriak, ami a gerinces genomokban általában is gyakran megfigyelhető jelenség
lenyomata, mikor a metilált citozinok deaminálódás során timinné alakulnak [150]. Vagyis
a vizsgált DT40 sejtvonal hűen visszaadja a spontán mutációk esetében várt tendenciákat.
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14. ábra. A különböző sejtvonalak különböző kezelésnek alávetett klónjaiban detek-
tált SNV-k spektruma és genomi eloszlása. A detektált SNV-k triplett-spektrumai az
álkezelésnek („mock” kezelés) (a.) és az MMS kezelésnek (b.) alávetett sejtvonalakra.
Bár a színkódok eltérőek, a vízszintes tengely azonos a 13a. ábra vízszintes tengelyével.
Annak érdekében, hogy a humán mintákkal összevethető eredményeket kapjunk, a mutáci-
ós ráta kiszámításához a mutációk darabszámát normáltuk az adott triplett előfordulásával
a DT40 genomban. c. A mutációk genomi helyzetének és az őket megelőző mutációk ge-
nomi távolságának ábrázolása rainfall ábrán. A színkódok a bázisváltást jelölik. Minden
ábrán a sejtvonal egy adott reprezentatív klónjából származó adatok szerepelnek. (WT: vad
típus)
Ezzel szemben a BRCA1/2 homozigóta mutáns sejtvonalakban „mock” kezelés hatá-
sára hét-nyolcszorosára emelkedett mutációs rátát tapasztaltunk, de a spektrum alapvető
sajátosságai nem változtak, vagyis az említett gének hiányában a spontán mutációk száma
a lokális szekvenciális környezettől függetlenül, homogén módon, klasztereződés nélkül
(14c. ábra) növekedett. Hasonló tendenciát a heterozigóta mutánsoknál nem figyeltünk
meg.
Az MMS kezelés hatására az összes vizsgált genotípusnál jelentősen megugrott a de-
tektált mutációk száma. A vad típusú klónok esetén megfigyelhető mutációs spektrum
(14b. ábra) elsőként mutatja be az MMS konkrét DNS-rongáló hatását. A mutációk száma
több mint hússzorosára nőtt a „mock” kezelésen átesett klónokhoz képest, elsősorban a
T>A mutációs csúcsok erősödésével. Ebből arra lehet következtetni, hogy az MMS főként
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az adenin metilálása útján létrejövő abázikus helyeken fejti ki DNS-roncsoló hatását. A
szerre továbbá rendkívül érzékenynek bizonyultak a homozigóta mutáns klónok, bennük
ugyanis 2-3-szor annyi mutáció jelentkezett a kezelés hatására, mint a vad típusú vagy a
heterozigóta mutáns mintákban. Érdekes módon a spektrumok alakja között azonban nem
találtunk számottevő különbséget, ami arra utal, hogy a BRCA1/2 gének hiánya a mutá-
ciós folyamat alapvető mechanizmusát nem befolyásolja, csak azt, hogy milyen gyakran
történik meg.
Annak a vizsgálatára, hogy az MMS kezelés okozta mutációs spektrumban milyen
szerepet játszanak a különböző transzléziós DNS-javító útvonalak, a BRCA1/2 génkiütött
minták mellett egy olyan genotípusú mintát is megszekvenáltunk, melyben a PCNA fehérje
funkcionálisan roncsolódott. A PCNA mintegy aktiválófaktorként működik az egyik típusú
tolerancia útvonal során. Amennyiben a PCNA mono-ubikvitinálódik, az ún. transzléziós
útvonal (TLS: transzléziós szintézis) aktiválódik, mely egy olyan enzimre (DNS-polimeráz
delta) cseréli a primer DNS-polimerázt, ami képes a hibás szakaszon is keresztülhaladni.
Ha a PCNA poli-ubikvitinálódik, egy hasonló, de a DNS-károsodást kevesebb tévesztéssel
javító mechanizmus lép életbe. A PCNAK164R mintákban a PCNA képtelen az ubikviti-
nációra, így minden PCNA-ubikvitinációfüggő transzléziós útvonal gátlódik, a szerepüket
a REV1 fehérje által aktivált polimerázok veszik át. Az elemzés szerint ennek hatására a
spontán mutációs ráta ugyan nem változik jelentősen (3. táblázat), de az MMS kezelést
követő mutációs spektrumban a T>A mutációk szinte kizárólagosan dominálnak. Ennek
és a WT, illetve BRCA1/2 mutáns mintákban megfigyelt spektrumnak a hasonlósága arra
enged következtetni, hogy a TLS fontos szerepet játszik az MMS okozta mutációs mintázat
kialakításában.
A BRCA gének mutációit korábban összefüggésbe hozták a tumorgenomokban megje-
lenő megnövekedett indel mutációs rátával [151]. Az elemzésünk során azt találtuk, hogy
a spontán megjelenő inzerciók és deléciók száma szignifikánsan emelkedett a két homo-
zigóta mutáns sejtvonalban a vad típushoz képest (3. táblázat): a BRCA1−/− klónokban
négyszeres, a BRCA2−/− klónokban pedig nyolcszoros növekedést tapasztaltunk. Emellett
a deléciók tekintetében a BRCA2−/− sejtvonal még a BRCA1−/− sejtvonalnál mérhetőnél
is szignifikánsan több mutációval rendelkezett. Ugyanezek a tendenciák az MMS kezelés
hatására is megmaradtak, bár összességében emelkedett mutációs számokkal. Az indelek
hosszeloszlását vizsgálva (15a. ábra) arra lettünk figyelmesek, hogy bár a WT mintákra
tipikusan a nagyon rövid (egy bázisos) indelek voltak jellemzőek, a homozigóta BRCA
mutáns klónokban jóval hosszabb indelek is gyakran megjelentek. A BRCA1−/− mután-
soknál ez főként a delécióknál volt megfigyelhető, ahol az egybázisos deléciók mellett a
10-nél hosszabb deléciókat is sűrűn detektáltunk. Ezzel szemben a BRCA2−/− klónok ese-
tében a deléciók hossz szerinti eloszlása kifejezetten szélessé vált. Ezek a jellegzetességek
mind a „mock” kezelés, mind pedig az MMS kezelés hatására megmaradtak. A deléció-
kat továbbá a lokális szekvenciális környezet szerint három csoportra osztottuk. Ahol a
76
Pipek Orsolya Anna Doktori értekezés
deléció egy repetitív, vagyis ismétlődő genomi szakaszra esett, szürkével jelöltük a 15b.
ábrán. Ahol a deléció környezetében mikrohomológia (vagyis rövid, részlegesen átfedő
szakaszok a deléció és a szomszédos bázisok között) volt megfigyelhető, azt az ábrán fe-
ketével tüntettük fel. Az egyik kategóriába sem illő deléciók pedig fehérrel szerepelnek. A
vad típusú mintákhoz képest mindkét homozigóta mutánsban emelkedett számban jelentek
meg a mikrohomológiát tartalmazó deléciók, különösen a BRCA2−/− klónok esetén. Az
ilyen típusú mutációk rendkívül jellemzőek akkor, amikor a kettős DNS-száltöréseket az
NHEJ DNS-javító mechanizmus, pontosabban ennek a mikrohomológia-közvetített verzi-
ója (MMEJ) korrigálja [152].
Mindezek a megfigyelések (a deléciók számának megnövekedése, a kiszélesedő hossz-
eloszlás, illetve a mikrohomológiát tartalmazó deléciók emelkedett száma) alapján arra
következtethetünk, hogy a BRCA2 gén hiányában a kettős DNS-száltörések javítását el-
sődlegesen az NHEJ mechanizmus végzi, míg a BRCA1 roncsolása esetén más javítási

























































































15. ábra. A különböző sejtvonalak különböző kezelésnek alávetett klónjaiban detek-
tált indelek hosszeloszlása. a. A detektált indelek hossz szerinti eloszlása. b. A detektált
deléciók eloszlása a szekvenciális környezettől függően. (WT: vad típus)
A LEGGYAKORIBB KEMOTERÁPIÁS SZEREK MUTAGÉN HATÁSAINAK
FELTÉRKÉPEZÉSE
A citotoxikus kemoterápiás szereket az 1950-es évek óta alkalmazzák a rákgyógyítás-
ban, és a mai napig a legtöbb daganat esetében ez az elsődleges kezelés. Ezek a sze-
rek különböző mechanizmusok útján gátolják a sejtek szaporodását, például direkt DNS-
károsodásokat okoznak, megzavarják a DNS-anyagcserét vagy a mitotikus apparátust. En-
nek a folyamatnak a tumorsejtek károsításán túl az egészséges szövetre nézve is lehetnek
mellékhatásai, illetve a kezelés okozta genomi mutációk rezisztencia kialakulásához, vagy
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másodlagos tumor létrejöttéhez vezethetnek. Ezért nagyon fontos felmérni, hogy a külön-
böző típusú gyógyszerek pontosan milyen módon károsítják a DNS-t, és számolni kell-e
hosszútávú következményekkel. Ennek a kérdésnek a feltérképezésére az MTA Enzimoló-
giai Intézetének Genom Stabilitás Kutatócsoportjával közösen végzett kutatásunkban [153]
nyolc gyakran alkalmazott citotoxikus szer (4. táblázat) mutációs profilját vizsgáltuk a
DT40 sejtvonalon.
Kezelés n SNV inzerció deléció
kezdőklón 1 0 0 0
„mock” kezelés 4 47 ± 20 4,5 ± 1,3 3,0 ± 0,8
ciszplatin 3 812 ± 193 49,0 ± 15,0 83,0 ± 21,2
ciklofoszfamid 3 245 ± 50 3,0 ± 1,7 5,0 ± 1,7
hidroxikarbamid 3 74 ± 9 4,7 ± 1,5 3,7 ± 1,2
gemcitabin 3 57 ± 31 2,3 ± 2,1 3,0 ± 1,7
5-fluorouracil 3 50 ± 16 3,0 ± 1,0 2,7 ± 1,5
etopozid 3 95 ± 15 3,7 ± 1,2 6,7 ± 4,2
doxorubicin 3 44 ± 15 3,3 ± 0,6 4,0 ± 4,6
paklitaxel 3 64 ± 10 1,0 ± 1,0 3,0 ± 0,0
4. táblázat. A nyolcféle kemoterápiás szerrel kezelt klónokban talált mutációk szá-
ma. A kezdőklónban talált mutációk fals pozitívok. (n: az azonos kezelést kapott klónok
száma; SNV: a mintákban detektált pontmutációk átlagos száma és szórása; inzerció: a
mintákban detektált inzerciók átlagos száma és szórása; deléció: a mintákban detektált












































16. ábra. A különböző kezelésnek alávetett klónokban detektált SNV-k spektruma.
A minták preparálása és kezelése a BRCA génhiány hatásának vizsgálata során történ-
tekkel azonosan zajlott. A klónokban található egyedi mutációk detektálásához az IsoMut
eredeti verzióját használtuk. A „mock” kezeléshez képest a hidroxikarbamid, gemcita-
bin, 5-fluorouracil, doxorubicin és paklitaxel szerek nem okoztak szignifikáns növekedést
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a mutációs rátában (4. táblázat). Az etopozid ugyan szignifikánsan megemelte a pontmu-
tációk számát, de a spektrumukban nem okozott jelentős változást a „mock” kezeléshez
képest. Ezzel szemben mind a ciszplatin, mind pedig a ciklofoszfamid hatására nagymér-
tékben (rendre 17-szeresére és 5-szörösére) emelkedett az SNV-k száma és a spektrumban
is jellegzetes, a „mock” kezeléstől eltérő csúcsok jelentek meg (16. ábra). A ciszplatin























































17. ábra. A pontmutációk genomi helyzetének és az őket megelőző mutációk genomi
távolságának ábrázolása rainfall ábrán.
pontmutációk
dinukleotid mutációk
18. ábra. A ciszplatin okozta szálon belüli kötések mentén létrejövő SNV-k és DNV-k.
A kérdőjel az eddig nem ismert GA dinukleotidoknál létrejövő kötést jelöli.
A ciszplatin esetében a spektrumon elsősorban a C>A, ezen belül pedig a főként a
NCC>NAC, NCT>NAT és NTC>NAC csúcsok domináltak. Mivel a ciszplatin okozta ge-
nomi eltérések többsége az egy szálon lévő szomszédos purinbázisok között kialakított
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kötésként realizálódik [154, 155], ezek az SNV-k olyan mutációkat reprezentálhatnak, me-
lyek a kötött GG, AG és GA dinukleotidok 3’-as oldalon lévő bázisához rendelt helytelen
komplementer bázis miatt jönnek létre (18. ábra). Mindazonáltal a ciszplatin okozta GA
szálon belüli kötésekről korábbi kutatások nem számoltak be, ezért az NTC>NAC mutá-
ciókat tovább csoportosítottuk a szekvenciális környezetük szerint. Azt találtuk, hogy a
mutációk jelentős része NTCC > NACC vagy NTCT > NACT típusú volt, ami arra enged
következtetni, hogy a GG és AG kötött dinukleotiddal a 3’ oldalon közvetlenül szomszé-
dos bázis is hajlamos a mutációra (18. ábra). A maradék NTC>NAC mutációk többségénél
azonban a genomi környezetet megvizsgálva az egyedüli potenciális bipurin kapcsolódás
a GA szomszédos bázisok között jöhetett létre. Ebből arra következtettünk, hogy a cisz-
platin ténylegesen létrehoz GA szálon belüli kötéseket is (18. ábra). Mindezek mellett
megfigyelhető volt a CCA > CAA és CTN> CAN mutációk számának emelkedése is, ami
arra utal, hogy a kötött GG és AG dinukleotidok 5’ oldalú bázisánál is gyakori az adenozin
téves beillesztése.
A fent tárgyalt SNV-ken kívül a ciszplatinnal kezelt mintákban sűrűn előfordultak di-
nukleotid mutációk is (18. ábra). Ez legszembetűnőbben a minták rainfall ábráin mutat-
kozik meg, mint a függőleges tengely 1-es szintjénél megjelenő adatpontok sokasága (17.
ábra). Ezeknek a mutációknak a háromnegyede AG, GG vagy GA dinukleotidoknál je-
lent meg. Viszonylag gyakoriak voltak még a CA>AC dinukleotid mutációk is, melyeknek
a jelentős része CCA szekvenciákra esett (CCA>CAC). Ez az ellentétes szálon tehát egy
olyan TGG>GTG mutációként értelmezhető, melynek során egy GG kötött bipurin 5’ ol-
dali szomszédjánál is báziscsere történt. Összességében tehát azt találtuk, hogy a ciszplatin
okozta GG, AG és GA szálon belüli kötések által összekapcsolt tetszőleges bázison és a
mindkét oldalon közvetlenül szomszédos bázisokon is gyakran végbemennek pontmutáci-
ók.
A ciszplatin mindezek mellett sok rövid indel megjelenését is okozta a vizsgált min-
tákban (4. táblázat). Az inzerciók jelentős többsége egybázisos volt, melyek nagy része A
vagy T. A timin inzerció szerinti szálon a mutációt megelőző két bázis az esetek négyötö-
dében GG volt, feltételezhetően a szálon belül kialakult GG kötés miatt. Meglepő módon
az inzerciót követő bázisok se véletlenszerűek voltak: az első bázis az esetek 84%-ában T,
az első kettő pedig az esetek több mint felében TT volt. Vagyis a GG bipurin kötést tar-
talmazó szálat mintának használva, a DNS-szintézis során gyakran egy A bázis illesztődik
be a GG dinukleotid után, ha a 3’ oldali következő két bázis TT. A deléciók háromnegyede
szintén egy bázis hosszú volt, ezek nagy része pedig hasonlóan a GG és AG mintázatokat
érintette. Az egybázisos deléciók a bipurinok tetszőleges bázisán megjelentek. Hasonlóan,
a két bázis hosszúságú deléciók gyakran mindkét bázist törölték.
Amennyiben a rákgyógyítás során alkalmazott kemoterápia erősen mutagén, felmerül
annak az esélye, hogy az újonnan létrejövő mutációk olyan tumor szubklónokat tudnak lét-
rehozni, melyek rezisztensek a használt szerre. Például aközül a vizsgált 7 mutáció közül,
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melyek képesek voltak a nem működő BRCA2 gén funkcióját visszaállítani és a ciszpla-
tin kezelésre való rezisztenciát kialakítani [124], kettő GGT>GGTT inzerció is szerepelt,
mely messzemenően a leggyakoribb általunk megfigyelt ciszplatin-okozta inzerció. Vagyis
maga a tumorellenes kezelés képes lehet egy még ellenállóbb daganat létrehozására, így a
citotoxikus szerek mutagén hatásainak felmérése elsődleges fontosságú a tumor evolúció-
jának megértése szempontjából.
HOSSZÚTÁVÚ PARP-INHIBITOR KEZELÉS MUTÁCIÓS KÖVETKEZMÉNYEI
A fenti citotoxikus szerekkel ellentétben a modern PARP-inhibitorokat specifikusan
olyan esetekben alkalmazzák sikerrel, mikor a daganatos sejtekben a homológ rekombiná-
ció hibás működésére utaló jeleket találni. Ez legtipikusabban a BRCA gének mutációiként
mutatkozik meg, de jelentős törekvések irányulnak a betegek olyan csoportjainak defini-
álására, ahol bár a BRCA génekben nem található mutáció, mégis várhatóan pozitívan
reagálnának a PARP-inhibitor kezelésre [156–158]. Az ilyen típusú kezelés tehát az el-
ső olyan klinikai módszer, mely célzottan azokat a sejteket támadja, amikben egy konkrét
DNS-javító mechanizmus nem működik megfelelően [159]. A biztató eredmények mellett
azonban fontos felmérni, hogy a hosszútávú PARP-inhibitor kezelésnek milyen mutagén
következményei lehetnek a megmaradó sejtekben. Ennek a vizsgálatára az MTA Enzi-
mológiai Intézetének Genom Stabilitás Kutatócsoportjával végzett kutatásunk [160] során
különböző BRCA mutáns és vad típusú sejtvonalak teljes genom szevenálási adatait ele-
meztük PARP-inhibitor kezelést követően.
Az analízis során a korábban is alkalmazott DT40 vad típusú és BRCA1−/− sejtvonala-
kat, illetve a DLD-1 (humán vastagbél-daganatos) és SUM149PT (humán, BRCA1 mutáns
emlődaganatos) sejtvonalakat használtuk. A sejtek PARP-inhibitorral (Niraparib) történő
kezelését és a teljes genom szekvenálást a fent részletezett kutatásokhoz hasonló módon
végeztük. Minden sejtvonal esetén a Niraparib-kezelt klónok mellett „mock”-kezelt kló-
nokat is vizsgáltunk.
A genomi adatok elemzéséhez az IsoMut2py-t használtuk. Mivel a SUM149PT sejtvo-
nal erős aneuploiditást mutat, elsőként minden sejtvonal kezdőklónján elvégeztük a ploi-
ditás becslést (19. ábra). A többségében diploid DT40 és DLD-1 mintákon az így kapott
eredmények a vártnak megfeleltek, a SUM149PT esetében pedig vizuálisan összevetve a
kapott ábrát a [161, 162] kutatások eredményeivel, magas fokú egyezést tapasztaltunk.
Ezt követően a mutációdetektálás során a szűrési paramétereket a lokális ploiditásnak
megfelelően adaptáltuk, illetve az S értékre történő optimalizálási lépést a különböző plo-
iditású régiókon külön-külön végeztük el. Azt tapasztaltuk, hogy a „mock” kezelés so-
rán keletkezett spontán egyedi SNV-k száma (DT40 WT: 102± 29; DT40 BRCA1−/−:
849±93; DLD-1: 9799±1910; SUM149PT: 608±146) egyik sejtvonal esetén sem tért el
szignifikánsan a Niraparibbal kezelt klónokban talált pontmutációk számától.
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19. ábra. A vizsgált sejtvonalak kezdőklónjainak kariotípusa. A lokális ploiditás becs-
lését az IsoMut2py modullal végeztük. A függőleges szürke vonalak és a panelek közti
számok a kromoszómákat jelölik. Felső panelek: A mélység arány a lokális lefedettség és
a becsült diploid lefedettség arányának átlagát mutatja (fekete pontok) a genom mentén, 1
Mbp széles és 50 kbp átfedéssel definiált szakaszokon. A szürke hibavonalak az átlagok
mellett meghatározott interkvartilis terjedelmet szemléltetik. A piros pontok a lokálisan
becsült ploiditást mutatják. Középső panelek: A BAF a nem-referencia („B”) allél frek-
venciájának átlagát mutatja (fekete pontok) a fenti csúszóablakos genomi régiókban. A
szürke hibavonalak az interkvartilis terjedelmet jelölik. A piros pontok a lokálisan becsült
ploiditás reciprokát mutatják. Haploid régiókon kényelmi szempontból definíció szerint
nulla értéket vesznek fel. Alsó panelek: A narancssárga vonal a „loss of heterozygosity”
(LOH; heterozigótaság elvesztése) eseményeket jelöli.
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A kétféle DT40 sejtvonal közti különbség a spontán mutációs rátában megfelel a [146]
kutatásunkban tapasztaltaknak. A „mock” és niraparibbal kezelt klónok SNV spektrumai
között egyik sejtvonal esetében sem találtunk jelentős eltérést, a spontán kialakuló mutáci-
ós mintázat azonban a különböző sejtvonalak esetén más és más volt (20. ábra). A kapott
spektrumokat és a rákgenomokban azonosított COSMIC szignatúrákat [163] közösen ele-
meztük a t-SNE (t-distributed Stochastic Neighbor Embedding) [164] módszerrel, melynek
során az alapvetően sokdimenziós (esetünkben 96) vektorokat egy nemlineáris dimenzió-
redukciós eljárással egy kétdimenziós altérbe vetítjük a könnyebb vizualizálás céljából úgy,
hogy az eredetileg „hasonló” pontok az alacsony dimenziós altérben is „hasonlóak” legye-
nek. (A „hasonlóság” konkrét értéke hagyományosan a pontok euklideszi távolságával
van összefüggésben.) A kapott eredmény tehát egy kétdimenziós ábra, melyen minden
pont egy referencia szignatúrát vagy a vizsgált sejtvonalak spontán mutációs spektrumait
reprezentálja. A közeli pontok által jelölt eloszlások eredeti verziói is valamilyen módon
egymáshoz hasonlóak. Az elemzés szerint a DT40 vad típusú klónok spontán mutációs
mintázata leginkább az 1. szignatúrára hasonlít, mely hagyományosan az „öregedési szig-
natúra” nevet is viseli, utalva arra, hogy mutagén folyamatok nélkül idővel ilyen eloszlás
szerint halmozódnak fel a genomi mutációk. A DT40 BRCA1−/− klónok spontán mutációi
a 3. szignatúrára hasonlítottak, mely valóban jellemzően a BRCA1/2 mutáns tumorok-
ban jelenik meg. A DLD-1 sejtvonalbeli „mock”-kezelt klónok mutációs spektrumai a 6.,
15. és 20. szignatúrák eloszlásaira emlékeztettek, melyeket az MMR (mismatch repair)
DNS-javító mechanizmus hibájával hoztak összefüggésbe [112]. A hasonlóság megma-
gyarázható a DLD-1 sejtvonalban található, az MSH6 nevű, MMR-ben aktívan résztvevő
gén mutációjával. Meglepő módon az egyébként BRCA1-mutáns SUM149PT sejtvonal
nem mutatott hasonlóságot a 3. szignatúrával. Mivel a sejtvonal klónjai emellett nem
voltak különösebben érzékenyek a niraparib kezelésre sem, arra lehet következtetni, hogy
további mutációk hatására a HR a sejtekben valamilyen módon visszanyerte funkcionali-


















C>A C>G C>T T>A T>C T>G
C>A C>G C>T T>A T>C T>G
C>A C>G C>T T>A T>C T>G



























20. ábra. A spontán mutációk eloszlása a vizsgált sejtvonalakban. A vízszintes tengely
kategóriái megegyeznek a 16. ábrán láthatókkal. A függőleges tengelyen a genomban talált
mutációk darabszáma (és nem azok triplettgyakoriságokkal normált értéke) szerepel.
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Az indelek elemzése szintén arra a konklúzióra vezetett, hogy a niraparib kezelés nem
okoz jelentős emelkedést a genomi elváltozások számában a „mock”-kezelt klónokhoz ké-
pest.
Az eredményeink tehát alátámasztják, hogy PARP-inhibitor kezelés hatására nem nö-
vekszik számottevően a sejteket érő mutációs terhelés, így ezek a készítménynek bizton-
sággal és várhatóan hosszútávú mellékhatások nélkül alkalmazhatóak a rákgyógyításban.
Ezzel szemben korábbi kutatásaink szerint a ciszplatin használata erősen megnöveli a mu-
tációs rátát, ami másodlagos daganatokhoz vagy rezisztenciához vezethet. Jelenleg a klini-
kai gyakorlatban elsődlegesen a platinaszármazékokat alkalmazzák a petefészek- és bizo-
nyos BRCA-mutáns emlődaganatok esetén is [165]. Az eredmények alapján, amennyiben
lehetséges, felmerülhet a platina leváltása PARP-inhibitorokra, melyek csökkentik a nor-
mál sejtekre eső mutációs terhet, így alacsonyabb toxicitásúak.
METASZTÁZISOK TÖRZSFÁJÁNAK MEGHATÁROZÁSA A GENOMI MUTÁCIÓK ALAPJÁN
Annak illusztrálására, hogy klinikailag milyen jelentősége lehet a kemoterápiás szerek
mutagén hatásának részletes leírása, az MTA Enzimológiai Intézetének Genom Stabilitás
Kutatócsoportjával végzett kutatásunk [166] során egy fiatal tüdődaganatos férfi többszörös
metasztázisainak törzsfáját határoztuk meg a ciszplatin genomi lenyomatának ismeretében.
A DT40 sejtvonal ciszplatin mutációs spektrumának meghatározása után nem sokkal a
ciszplatin humán sejtvonalakra, illetve daganatsejtekre gyakorolt hatását is feltérképezték
[167]. Munkánk során ezt a humán sejtekre specifikus ciszplatin szignatúrát használtuk
fel.
A klinikai képalkotó eljárások gyakran jóval később észlelik az áttétek jelenlétét, mint
azok valójában kialakulnának. Az utólagos genomikai elemzések lehetővé teszik, hogy
a metasztázisok feltűnésének idejét pontosabban meghatározzuk. Az így szerzett részle-
tes információ a tipikus megjelenési időkre vonatkozóan segítségére lehet a klinikusoknak
hasonló esetekben a kezelésekkel kapcsolatos döntések meghozatalában. A páciens tüde-
jében, csontjában, nyirokcsomójában és májában talált áttétekből, illetve a véréből post
mortem mintavételezés után teljes genom szekvenálás készült, az így nyert adatokat ele-
meztük különféle szempontok szerint.
A tanulmány írásakor az IsoMut2py akkori verziója még nem volt képes a több mintá-
ban is megtalálható mutációk detektálására, így a szomatikus mutációk esetében a GATK
MuTect2 [111] eszközét használtuk, számos utószűrési lépést alkalmazva a mutációs lis-
ta pontosítása érdekében, a csíravonal variánsokat pedig a GATK HaplotypeCaller segít-
ségével azonosítottuk. A kutatás során használt elemzési folyamat nagyban inspirálta az
IsoMut2py modul funkcióinak kialakítását, így a lent ismertetett elemzési lépéseknél külön
kitérünk arra, hogy az IsoMut2py használatával az adott analízis miként lenne megvalósít-
ható.
A különböző szervekből nyert szekvenálási adatokat tehát a vérmintával párba állítva
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a MuTect2 szoftverrel elemeztük. Az így detektált (a vérhez képest szomatikusnak ítélt)
mutációk listáit egybeöntve az összes potenciálisan mutálódott genomi pozícióban lege-
neráltuk az összes minta közös pileup fájlját. Ebből azokat a pozíciókat tartottuk meg,
melyekben a vérmintában 2-nél kevesebb read támogatta az alternatív allélt. Az így meg-
maradó listát tovább szűrve azok a pozíciók maradtak meg, melyekben az összes mintára
igaz volt, hogy az alternatív allélt vagy nulla (teljesen tiszta) vagy 2-nél több read (leg-
alább szubklonális mutáció) támogatja. Ez a procedúra az IsoMut2py modul aktuális ver-
ziójával néhány lépésben elvégezhető. A mutációk detektálását a unique_mutations_only
= False beállítással szükséges elindítani az összes vizsgált mintára. Annak érdekében,
hogy ebben a lépésben még ne szűrjük meg túl szigorúan az eredményeket, érdemes a
min_sample_freq = 0,05 és min_other_ref_freq = 0,7 paraméterválasztással élni. A kapott
mutációs lista genomi pozícióiban a get_details_for_mutations() függvénnyel egy minden
mintáról részletes információkat (lefedettség, referencia allél frekvencia, alternatív allél
frekvencia) tartalmazó adattáblát kaphatunk a pileup fájl alapján. Ebből az adattáblából
triviális műveletek segítségével kiszámítható mintánként az alternatív allélt támogató re-
adek száma, illetve egy szintén kézenfekvő lépéssel ezek a fenti feltételeknek megfelelően
szűrhetők. A mutációk detektálása tehát a korábban alkalmazott legalább három különböző
szoftver helyett eggyel is elvégezhető.
Az így megszűrt mutációs listát használva a plot_hierarchical_clustering() függvénnyel
egy lépésben ábrázolható a vizsgált minták dendrogramja. A kutatás során is elemzett
négyféle szövet IsoMut2py modullal gyártott leszármazási fája épp a 12. ábrán látható,
mely természetesen megegyezik a tanulmányban is szereplő konklúziókkal. A korábbi-
akhoz hasonlóan a mintákban talált egyedi és közös mutációk rainfall ábrái és mutációs
spektrumai (SNV, DNV, indel) szintén egy-egy függvény segítségével ábrázolhatóak. A tu-
morszövetet tartalmazó minták triplettspektrumai között nem találtunk számottevő eltérést,
sem az összes, sem a kizárólagosan egyedi mutációk tekintetében. Ez arra utalhat, hogy
a tumorsejtekben végbemenő mutagén folyamatok nem függnek erősen a mikrokörnyezet-
től, vagyis az adott szervtől. Emellett az így kapott eloszlások és a referencia szignatúrák
[163] t-SNE-vel [164] történő vizsgálata során sem találtunk egyik elfogadott mutagén
folyamat lenyomatával sem jelentős hasonlóságot. Tehát a vizsgált tumorok mutációs min-
tázata nem hasonlított többek között a dohányzással összefüggésbe hozott 4. szignatúrára
sem, ami konzisztens a páciens nem dohányzó státuszával.
A kutatás során az egyszerű leszármazási kapcsolatok vizsgálata mellett arra is töre-
kedtünk, hogy a metasztázisok keletkezési idejét a betegség lefolyásának idővonalához
társítsuk. Mivel a páciens kezelése során egyszeri alkalommal ciszplatint is kapott, a cisz-
platin okozta mutációkban az alternatív allélfrekvenciából következtethetünk arra, hogy az
adott metasztázis a kezelés előtt vagy után jött létre. A kezelés előtt is jelenlévő meta-
sztázisok esetén várhatóan a ciszplatin-specifikus mutációk csak egy-egy klónt érintettek
(szubklonálisak), így az allélfrekvencia ilyen esetekben alacsonyabb lesz. Ezzel szemben
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egy olyan metasztázisnál, mely a ciszplatin kezelést követően egyetlen sejtből fejlődött
ki, az allélfrekvenciák a kérdéses mutációkban robusztusabbak lesznek (klonális mutáci-
ók). A ciszplatin-okozta mutációk jelenlétének vizsgálatához a decompose_SNV_spectra()
függvény segítségével megkaphatjuk a referencia szignatúrák járulékait az adott mintában.
Ha a referencia spektrumok adatbázisához hozzáfűzzük a korábban azonosított ciszplatin-
szignatúrát [167] is, a kapott eredmények alapján meghatározhatjuk azokat a metasztáziso-
kat, melyekben a ciszplatin lenyomata jelentős súllyal hozzájárul a mutációs spektrumhoz.
Esetünkben a primer tüdő tumorban és a csont-, illetve nyirokcsomó áttétekben találtuk en-
nek jelét. Annak érdekében, hogy biztosak lehessünk benne, hogy ciszplatinnal nem kezelt
páciensek esetén valóban nem találunk hasonló nyomokat a mutációs mintázatban, a TC-
GA (The Cancer Genome Atlas) adatbázisból letöltött, ciszplatinnal nem kezelt tumorok
szekvenálási adatain is elvégeztük a fenti kiértékelést. Azt találtuk, hogy ezekben a min-
tákban valóban nem jelenik meg a ciszplatin-szignatúra. Az SNV-spektrumok vizsgálatán
túl a ciszplatin jellegzetes nyomait tetten érhetjük a DNV-kben is. A vizsgált mintákban a
leggyakoribb DNV mutációk a CC>AA és a CT>AA voltak, melyek minden bizonnyal a
ciszplatin okozta GG és AG szálon belüli kötések mentén alakultak ki. Vagyis az adatok
alapján azt tapasztaltuk, hogy akár az egyszeri ciszplatin kezelés is detektálható nyomokat
hagyhat a genomban.
A máj metasztázis esetében azt találtuk, hogy a ciszplatin-specifikus DNV-knél mér-
hető allélfrekvencia megegyezett azoknak a mutációknak az allélfrekvenciájával, melyek
az összes mintában jelen voltak. Vagyis a máj mintában a ciszplatin mutációk klonálisak,
így várhatóan a máj áttét a ciszplatin kezelést követően egyetlen sejtből fejlődött ki. To-
vábbá a májáttétben lévő egyedi SNV-k esetében nem találtuk meg a ciszplatin-szignatúra
nyomát, de a nyirokcsomóban és a májban együttesen megjelenő SNV-knél igen. Vagyis
a májban jelenlévő ciszplatin mutációk már a nyirokcsomóban is jelen voltak, így arra kö-
vetkeztethetünk, hogy a májáttét a ciszplatin kezelés után, a nyirokcsomó áttétből alakult
ki. Ezzel szemben a ciszplatin okozta DNV-k a csont- és nyirokcsomóáttétekben szubk-
lonálisak, tehát ezek a metasztázisok a kezelést megelőzően jöttek létre, annak ellenére,
hogy a képalkotó vizsgálatok során nem detektálták őket.
A daganatok klonalitásának vizsgálatával már korábban is bizonyították, hogy a
szubklónok hozzájárulhatnak a metasztázisok képződéséhez és a különféle kezelésekre va-
ló rezisztencia kialakulásához [168, 169], így az egyedi szubklonális események feltérké-
pezése és megértése nagyon fontos a személyre szabott gyógyászat szempontjából [170].
Kutatásunkban arra hívjuk fel a figyelmet, hogy a különféle kezelések pontos mutagén ha-
tásának ismeretében a daganatok és metasztázisainak szubklonális fejlődése pontosabban
nyomon követhető.
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POPULÁCIÓ-SZINTŰ GENETIKAI VIZSGÁLATOK KÖRNYEZETI
MINTÁKBÓL
AZ NGS TECHNOLÓGIÁK HASZNÁLATA SORÁN FELMERÜLŐ JOGI ÉS ETIKAI
PROBLÉMÁK
A fentiek alapján úgy tűnhet, hogy arra, hogy felvegyük a versenyt a genetikai hátterű,
agresszív daganatos megbetegedésekkel szemben, minden ember teljes genetikai kódjának
a meghatározása és időbeli nyomon követése lehet az áhított megoldás. Egy ilyen adatbá-
zis emellett számos demográfiai, bűnügyi és történelmi kutatás és alkalmazás során felbe-
csülhetetlen jelentőségű lenne. Mindazonáltal egy ilyen álom megvalósítása a tisztázatlan
etikai és jogi következmények miatt egyelőre elérhetetlen.
Maga az adatgyűjtés is problematikus, hiszen a fenti elképzelés megkövetelné a vilá-
gon minden ember DNS-ének megszerzését, illetve egyéb adatainak lekönyvelését, ami-
hez mindenkivel személyes konzultációra lenne szükség. Emellett az adatok tárolására és
elemzésére óriási számítógépes és emberi kapacitást kellene fordítani. A rendelkezésre álló
egészségügyi adatok mennyiségének növekedésével egyre lehetetlenebb feladatnak tűnik
az adatok bizalmas kezelésének megvalósítása, különösen amiatt, mert a személyes infor-
mációkhoz való hozzáférés nincs kellően hatékonyan korlátozva [171]. Ezen a helyzeten
ront az is, hogy a genetikai adatok nem csak arra a személyre vonatkozó információkat
tartalmaznak, aki a genetikai tesztben aktuálisan részt vesz, hanem mindazokról, akik vele
genetikai kapcsolatban állnak, így a legszélesebb körben értett családjáról is [172]. To-
vábbá a munkaadók, illetve biztosító cégek genetikai vizsgálatok eredményeire alapozott
esetleges diszkriminatív stratégiái elriaszthatják az embereket a részvételtől [173].
Bár az etnikai adatok széleskörű elérhetősége elsődleges fontosságú a demográfiai ten-
denciák, munkavállalási szokások és lehetőségek, jövedelem eloszlások, végzettségi szin-
tek, migrációs mintázatok, családfelépítés, szociális hálózatok tanulmányozásának szem-
pontjából [174, 175], az ilyen információk begyűjtése jellemzően önbevallásos alapon, kü-
lönféle nehezen egységesíthető módszerrel [176] és az adatok érzékenysége miatt szigorú
jogszabályi keretek között történik [176].
EGY LEHETSÉGES MEGOLDÁS: POPULÁCIÓGENOMIKAI KÖVETKEZTETÉSEK
SZENNYVÍZMINTÁK VIZSGÁLATÁBÓL
A fenti problémákra egy lehetséges választ jelenthet az egyéni szekvenálási adatok
összekeverése („poolozása”) és a lokális populáció közös genomikai jellemzőinek vizs-
gálata, az egyének azonosítása nélkül. Bár értelemszerűen a rendelkezésre álló genetikai
felbontás ilyen jellegű mesterséges korlátozása egy kompromisszumos megoldás, az etikai
problémák egy része ezzel feloldódna. Az egészségügyi rizikófaktorok populációs szintű
nyomon követése tünetmentes egyénekben több tanulmány szerint is rendkívüli előnyök-
kel járna [177, 178], annak ellenére is, hogy az áhított személyre szabott gyógyászattal
nem egyenértékű. Az etnikai kutatások ezzel szemben nem igényelnek konkrét személyes
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azonosítást, így a közösségre vonatkozó aggregált eredmények releváns adatforrást jelen-
tenének. Hasonló a helyzet bűnügyi szempontból: egy olyan adatbázis, mely világszinten
tartalmazná a lokális populációkban a genetikai jellemzők eloszlását, felbecsülhetetlen je-
lentőségű lenne. Azokban az esetekben, amikor a bűnügy résztvevőinek genetikai azonosí-
tása a cél, de a humán genomnak csak egy rövid szakasza nyerhető ki a rendelkezésre álló
bizonyítékból, a lokális genetikai eloszlás felhasználható lenne priorként a DNS-egyezés
valószínűségét meghatározó modellekben.
Bár ez a megoldás az etikai és jogi kérdések egy részére választ ad, az adatgyűjtés
technikai megvalósításának praktikus nehézségein nem enyhít. Alternatívaként az egyé-
nenkénti szekvenálási adatok összeöntése helyett felmerül az alapvetően kevert genetikai
információt hordozó szennyvíztisztító telepekről való mintagyűjtés. Gyakorlati szempont-
ból ez egy nagyon vonzó opció, hiszen a szennyvízben feltételezhetően egy viszonylag
nagy és többnyire egészséges közösség genetikai anyaga keveredik, melyet egyébként nem
lenne lehetséges monitorozni. Emellett az így gyűjtött minták inherensen kevertek, ezért
nem szükséges egyéni hozzájárulást szerezni az elemzésükhöz, illetve az anonimizálási
folyamat is kihagyható.
Annak az igazolására, hogy a szennyvízminták elemzésével valóban releváns eredmé-
nyek kaphatók, a COMPARE Global Sewage Surveillance Project keretein belül 2016-tól
kezdve világszerte gyűjtött szennyvízmintákat [179] vizsgáltuk [180]. Eredetileg a mintá-
kat metagenomikai szempontból analizálták, az elsődleges cél az antibiotikum-rezisztencia
gének és fertőző betegségeket terjesztő kórokozók eloszlásának a meghatározása volt az
egészséges populációkban metagenomikai szekvenálás útján. Mindazonáltal a baktériu-
mok és vírusok azonosítása mellett egy ilyen adathalmaz olyan további információk elem-
zését is lehetővé teszi, mely az eredeti kutatás keretein túlmutat. Mivel a [179] tanulmány
eredményei szerint a szekvenálási minták átlagosan csak 0,2%-ban tartalmaztak emberi
DNS-t, így a teljes genom genotipikus eloszlásának meghatározása nem tűnt megvalósít-
hatónak. Leszűkítve azonban a mitokondriumra a vizsgálatot, informatív eredményeket
kaphatunk.
Korábbi kutatások már bizonyították, hogy a mitokondriális DNS elemzése elégsé-
ges arra, hogy szennyezett felszíni vizekben elkülöníthető legyen a emberi eredetű, és a
szarvasmarhától, illetve a sertéstől származó ürülék [181]. A humán mitokondriális DNS
(mtDNS) egy rövid (16 569 bázispár hosszú), cirkuláris DNS, ami minden emberi sejtben
több példányban is megtalálható, emiatt még olyan mintákban is viszonylag könnyen azo-
nosítható, melyek alapvetően alacsony koncentrációban tartalmaznak emberi DNS-t. Az
emberi mitokondrium kizárólag anyai ágon öröklődik (bár friss kutatások ezt kétségbe von-
ják [182]) és korábbi eredmények szerint az öröklődés klonális, tehát az mtDNS az anyától
az utódba rekombináció nélkül adódik át [183]. Ez azt jelenti, hogy a mitokondriumban
található mutációk alapján nyomon lehet követni az evolúciós mintázatokat. A humán mi-
tokondrium filogenetikai fájának levelei a mitokondriális haplotípusok, melyeket a köztük
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lévő hasonlóságok alapján bővebb kategóriákba, ún. mitokondriális haplocsoportokba so-
rolunk, melyek a filogenetikai fa fő elágazási pontjai.
Évtizedekre visszanyúlóan rendkívül sok kutatás foglalkozik a különböző humán
mtDNS haplocsoportok eloszlásának felderítésével a különböző népekre és földrajzi terü-
letekre vonatkozóan [184–192], elsősorban annak érdekében, hogy fény derüljön a külön-
böző populációk eredetére és genetikai struktúrájára. Az így felgyűlt rengeteg információ
miatt az eredetileg csak a kutatókat foglalkoztató genetikai eredet vizsgálat mára világszer-
te elérhető lett a nyilvánosság számára is. Emberek százezrei küldik el DNS-üket az ilyen
teszteket végző több tucat kereskedelmi cég egyikének, hogy felfedjék családfájuk régen
elfelejtett ágait, illetve őseik földrajzi eredetét. Sok kritika éri azonban az ilyen vállalatokat
[193], legfőképp azért, mert olyan félrevezető információkat nyújtanak ügyfeleiknek, me-
lyek alapjaiban véve befolyásolják személyes identitásukat. Az egyik fő negatívum, hogy a
földrajzi eredetre tett következtetéseket olyan adatbázisokra alapozzák, melyek rendkívül
kevés referencia mintát tartalmaznak. Amennyiben tehát megoldható lenne a különböző
földrajzi helyeken a mitokondriális haplocsoportok eloszlásának időbeli, dinamikus moni-
torozása, az ilyen tesztek sokkal pontosabb információkkal tudnának szolgálni.
Kutatásunk során ezért arra törekedtünk, hogy a szennyvíz mintákban azonosítsuk az
emberi mtDNS-t, majd az így nyert adatok alapján meghatározzuk a mtDNS haplocsopor-
tok eloszlását a szennyvíztisztító telepek környékén.
SZENNYVÍZMINTÁK GYŰJTÉSE ÉS AZ EMBERI DNS AZONOSÍTÁSA
A szennyvízmintákat 79 városi szennyvíztisztító telepről gyűjtötték, ezzel 74 várost és
60 országot lefedve világszerte [179], melyekből egy metagenomikára optimalizált pro-
tokollal nyerték ki a DNS-t [194], melyet további preparációs lépések után [179] az Illu-
mina HiSeq platformon szekvenáltak. A nyers szekvenálási eredmények az ENA (Europe-
an Nucleotide Archive; http://www.ebi.ac.uk/ena/) honlapjáról tölthetők le az ERP109094
azonosítóval.
A mintákból átlagosan 120 millió short read-et nyertek ki (8-tól 398 millióig terje-
dően az egyes mintákban), melyeket a humán mitokondrium referencia szekvenciájához
(NCBI ID: NC_012920.1) [195] illesztettünk a BWA-MEM algoritmus [196] segítségé-
vel, az alapértelmezett beállításokat használva. Emellett elvégeztük az illesztést számos
más gerinces (Bos taurus, Sus scrofa, Danio rerio, Canis lupus familiaris, Gallus gallus,
Ovis aries, Rattus norvegicus) mtDNS szekvenciáját referenciának tekintve. Az illesztési
eredményekben a samtools szoftverrel [197] azonosítottuk a PCR duplikátumokat, mivel
azonban ilyeneket nem találtunk, a duplikátum eltávolítási lépésre nem volt szükség.
Annak érdekében, hogy megnöveljük a mitokondrium lefedettségét, azoknak a min-
táknak az illesztési eredményeit egybe gyűjtöttük, melyek ugyanarról a szennyvíztisztí-
tó telepről származtak ugyan, de különböző időpontokban gyűjtötték őket. Azokban az
esetekben, amikor egy városból több szennyvíztisztító telepről is sikerült mintát gyűjteni,
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ezeket egymástól elkülönítve elemeztük. Csak azt a 44 mintát (C1. táblázat) elemeztük
tovább, melyekben a humán mitokondriumra vonatkozó átlagos lefedettség elérte a 10-et
(C1. ábra). Amennyiben több olyan mintában is megfelelő lefedettséggel megjelent az
mtDNS, melyek azonos városból (El Paso mintái) vagy környékről (Kitwe és Lusaka min-
tái) származtak, lehetőség nyílt a módszer reprodukálhatóságának vizsgálatára is.
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21. ábra. Az ember és a vándorpatkány mtDNS-ének lefedettsége a vizsgált minták-
ban. a. A humán mtDNS mentén megfigyelhető együttes lefedettség azokban a minták-
ban, melyekben az átlagos lefedettség elérte a 10-et. b. Együttes lefedettség a vándor-
patkány mitokondriuma mentén (kék vonal). A piros függőleges sávok a vándorpatkány
mitokondriumának azon részleteit jelölik, melyek a humán mtDNS-sel homológok. Ezt a
mennyiséget minden genomi pozícióra vonatkozóan egy bináris skálán definiáltuk a követ-
kező módon: ha az adott genomi pozíció lefedhető volt a vándorpatkány mtDNS-ének egy
olyan 19 bázis hosszú mozgó ablakával, ami a humán mtDNS-ben is megtalálható, a po-
zíciót homológnak tekintettük. Az ablakméretet 19-nek választottuk, mert az illesztéshez
használt algoritmus alapértelmezetten azt követeli meg, hogy a felillesztett short readekből
19 szomszédos bázis hiba nélkül illeszkedjen a referenciagenomhoz.
Mivel a viszonylag magas átlagos lefedettség a humán mtDNS mentén esetleg adódhat
abból is, hogy valójában nem emberi, de a humán mitokondrium egyes szakaszaival homo-
lóg (hasonló) szekvenciák lettek helytelenül felillesztve, ezért a lefedettséget a vizsgált 44
mintára összeöntve ábrázoltuk a 21. ábrán az ember és a vándorpatkány mitokondriuma
mentén. A nagyságrendileg egyenletes eloszlás (a fluktuációk nem haladják meg az NGS
adatoknál ismert szórást [198]) az emberi mtDNS mentén arra enged következtetni, hogy a
magas átlagos lefedettséget nem csak a helyenként felszaporodó, rosszul felillesztett short
readek adják. (Ugyanez a tendencia akkor is megfigyelhető, ha a mintákat egyesével vizs-
gáljuk, természetesen sokkal alacsonyabb átlagos lefedettséggel (C2. ábra) Ezzel szem-
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ben a vándorpatkány esetében a megfigyelhető néhány csúcstól eltekintve a mitokondrium
jobbára lefedetlen marad. A kiugró csúcsok emellett azokra a régiókra koncentrálódnak,
melyek a humán mitokondriummal homológok, így várhatóan a valójában emberi eredetű
short readek hibás felillesztése okozza őket.
A C1. ábrán emellett feltüntettük a kizárólag a humán, illetve a vándorpatkány mi-
tokondriumra illett short readek számát, a mindkettőre illett readek számával együtt. A
kizárólagosan humán readek darabszáma átlagosan 40-szerese azoknak a readeknek, me-
lyek egyedien a vándorpatkányra illeszkedtek. A fent sorolt további gerinces fajok esetén is
hasonló eredményeket kaptunk, mint a vándorpatkánynál, azonban még alacsonyabb átla-
gos lefedettséggel. A szennyvízminták mellett megszekvenált kontroll mintákban egyetlen
humán mtDNS-re illeszkedő readet sem találtunk. Ezek az eredmények azt sejtetik, hogy
az azonosított humán readek valóban emberi eredetűek és nem hibás illesztésből adódnak,
illetve a kontroll minták tisztasága alapján a feldolgozás közben történt esetleges DNS-
kontamináció is kizárható.
KEZDETI ELEMZÉSEK: FŐKOMPONENS-ANALÍZIS, T-SNE, FILOGENETIKAI FA
Azért, hogy meggyőződjünk róla, hogy a mintákban detektált emberi mtDNS elegendő
mennyiségű a hiteles tudományos következtetések levonására, elsőként különböző felügye-
let nélküli klaszterezési algoritmusokkal igyekeztünk a mintákat eredetük szerint elkülö-
níteni egymástól. Korábbi kutatások során demonstrálták [199], hogy a humán mitokond-
riális genomon végzett főkomponens analízis hatékonyan el tudja különíteni az egyéneket
attól függően, hogy milyen mitokondriális haplocsoportba tartoznak.
Főkomponens-analízis
Mivel a mitokondriális haplocsoportok eloszlása a különböző földrajzi területek kö-
zött jelentősen eltér [188], ésszerű annak a feltételezése, hogy a különböző kontinensekről
gyűjtött mintákban nyomokban talált mtDNS is eltéréseket mutat majd. Ennek az elmélet-
nek az igazolására főkomponens-analízist (PCA - principal component analysis) végeztünk
a vizsgált 44 mintán. Ennek során minden genomi pozícióban meghatároztuk az oda fel-
illesztett readekben az adott helyen leggyakrabban előforduló bázist a samtools mpileup
parancsának [197] segítségével. Az így kapott adatokat az ún. one-hot-encoding eljárással
egy (44, 4 · 16 569) dimenziójú mátrixszá alakítottuk úgy, hogy minden minta minden ge-
nomi pozíciójában a leggyakoribb bázishoz az 1, az összes többi bázishoz pedig a 0 értéket
rendeltük. A főkomponens-analízist ezen a mátrixon a scikit-learn [113] Python csomaggal
végeztük el, majd az adatokat levetítettük a kapott első két főkomponens által kifeszített
altérre (22. ábra). Látható, hogy mind Ázsia, mind Afrika szennyvízmintái meggyőzően
elszeparálódnak a többi mintától. Ezzel szemben az európai és amerikai minták némileg
keverednek az ábrán, ami egybevág az intuíciónkkal és korábbi irodalmi bizonyítékokkal
[199, 200] arra vonatkozóan, hogy ezeken a kontinenseken rendkívül diverz populációk él-
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nek a hosszú migrációs folyamatoknak köszönhetően. Mindezek ellenére, néhány nem várt
kiugró pont is megjelenik mind Európa, mind Észak-Amerika esetében. Ez valószínűleg
annak tudható be, hogy a főkomponens-analízis során minden mintából származó infor-
mációt egyetlen konszenzus szekvenciába tömörítettünk annak ellenére, hogy a mintavétel
jellegéből adódóan valójában egy egész populáció kevert lenyomatát detektáljuk. Bár a leg-
gyakoribb bázis kiválasztása egy gyakori módszer a konszenzus szekvencia generálásnál,




























22. ábra. A humán mtDNS-en 10-es átlagos lefedettséget elérő minták főkomponens-
analízise. A különböző kontinensekről származó mintákat különféle színű pontok jelölik.
t-SNE
A fenti módon megalkotott mátrixot a főkomponens-analízis mellett a t-SNE [164]
módszerrel is elemeztük. Ezzel a technikával is egy dimenzió-redukció vihető vég-
hez az alapvetően sokdimenziós térben, de algoritmikusan más megközelítéssel, mint a
főkomponens-analízis esetén. A vizsgálathoz ez esetben is a scikit-learn [113] csomagot
használtuk. A dokumentáció javaslatát követve első lépésként főkomponens-analízissel
kiválasztottuk az 50 legdominánsabb főkomponenst, majd a t-SNE-t ezen a csökkentett
dimenziójú adatszetten futtattuk. A fent leírt klasztereket ezzel a módszerrel is sikerült
reprodukálni.
Filogenetikai elemzés
Mivel az mtDNS haplocsoportok vizsgálata szorosan kapcsolódik az evolúciós mintá-
zatok feltérképezéséhez [192, 201, 202], így magától értetődőnek tűnt egy filogenetikai
elemzés lefuttatása az adatokon. A mtDNS haplotípusok filogenetikai fája és a tény, hogy
a különböző haplocsoportok elterjedése földrajzilag igen eltérő, arra enged következtetni,
hogy az egymáshoz közel gyűjtött minták az elemzett minták saját filogenetikai fáján is
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feltételezhetően kládokat alkotnak majd. Első lépésként ismételten konszenzus szekven-
ciákat hoztunk létre minden mintához (a bcftools és vcfutils programcsomagokkal), me-
lyek azonban a korábbi „többségi módszerhez” képest némileg kifinomultabbak, hiszen ha
többféle bázist is detektálunk egy genomi pozícióban, a konszenzus szekvencia ezt képes a
„pirimidin” vagy „purin” kategóriákkal jelezni. Az így létrehozott mintánkénti konszenzus
szekvenciákat a Biopython ClustalW illesztőmodulja segítségével egymásra illesztettük,
így egy olyan mátrixot létrehozva, melynek minden sorában egy konkrét minta szekven-
ciája szerepel. Azt találtuk, hogy a 16569 (a humán mtDNS hossza) oszlopot tartalmazó
mátrixnak csak 1164 oszlopában volt bármilyen eltérés a minták között.
Ezt követően a Biopython Phylo modulja segítségével elsőként kiszámoltuk a minták
távolságmátrixát, mely egy szimmetrikus, nemnegatív mátrix, melynek a di j eleme azt
mutatja meg, hogy az i. és j. minták szekvenciái mennyire térnek el egymástól. A távol-
ságfogalmat többféleképpen definiálhatjuk, esetünkben a két szekvenciában nem megegye-
ző karakterek és a szekvencia hosszának arányát tekintettük távolságnak. Ebből a távol-
ságmátrixból a „neighbor-joining” [203] módszer segítségével egy egyszerű csillag-fából
kiindulva, a leghasonlóbb (legkisebb távolságú) minták sorozatos összevonásával egy fát
készítettünk. Ezt követően a maximális parszimónia [204] módszerével is rekonstruáltuk
a filogenetikai fát. Ennek során elvileg az összes lehetséges fa közül keressük azt, amelyik
a lehető legkevesebb szekvenciális helyettesítést igényli, vagyis a „legegyszerűbbet”. Ez
az elv [205] bár pusztán intuíción alapul, a tudományos gondolkodás az esetek nagy részé-
ben mégis szem előtt tartja: az adatokat jól magyarázó modellek közül válasszuk a lehető
legkevésbé komplexet. Ez a feladat azonban egy sok mintát tartalmazó adathalmaz esetén
korántsem egyszerű: már tíz minta esetén is több mint kétmillió gyökértelen fa felállítása
lehetséges. Ezért a „legegyszerűbb” topológiájú fát valójában az összes lehetséges fának
egy szűkített alterén érdemes keresnünk. Ebben van segítségünkre a korábban meghatá-
rozott neighbor-joining fa, melyet az algoritmusnak mint kiindulópontot adhatunk meg.
Ezt követően a fák közti keresés a „nearest-neighbor interchange” (legközelebbi szomszé-
dok cseréje) módszerrel történik, melynek során a kezdeti fához alapvetően hasonló fákra
számoljuk ki az egyszerűséget jellemző mértéket, majd ezek közül választjuk ki a legna-
gyobbat. Mindezt a Biopython Phylo modulja segítségével végeztük el. A fák kládjainak
megbízhatóságát az ún. bootstrap eljárással határoztuk meg: az illesztett fákat 1000-szer
újrageneráltuk az eredeti adatokból való visszatevéses mintavételezést követően, majd ki-
számoltuk azoknak a fáknak az arányát, melyekben az adott klád előfordult. Ezt az arányt
százalékként tüntettük fel a 23. ábrán minden klád esetében. Az elvárásoknak megfe-
lelően a maximális parszimónia módszer a neighbor-joining algoritmustól némileg eltérő
szerkezetű fát eredményezett, de a legfontosabb jellemzőik azonosak voltak: az Afrikából
származó minták egy többé-kevésbé jól szeparált kládot alkottak, míg az európai és ame-
rikai minták összemosódtak. Fontos azonban megfigyelni, hogy a kládok megbízhatósága
rendkívül alacsony volt, aminek az oka valószínűleg a főkomponens-analízisnél is említett
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23. ábra. Az elemzett 44 mintára maximális parszimónia módszerrel illesztett fa 1000
bootstrappel. A szürke számok a kládok bootrap módszerrel meghatározott százalékos
megbízhatóságát jellemzik. A különböző kontinensekről származó mintákat külön színek-
kel jelöltük. A mintákra az azonosítóikkal hivatkozunk (C1. táblázat).
A MINTÁK MTDNS HAPLOCSOPORT ÖSSZETÉTELE
A fenti módszerek eredményei jórészt összhangban vannak a naiv elvárásainkkal a
minták klaszterezettségére vonatkozóan, így arra következtethetünk, hogy a szennyvíz-
minták humán mtDNS tartalma elegendő ahhoz, hogy hihető tudományos konklúziókat
vonhassunk le belőlük. Mindemellett azonban minden eddigi módszer erősen terhelt a
mesterségesen létrehozott kevert haplotípusok problémájától. Ahhoz, hogy ezt a dilem-
mát feloldjuk, megkíséreltük a mintákban megtalálható mtDNS keverékben meghatározni
a különböző haplotípusok járulékait.
A haplocsoport összetétel meghatározása mintánként
Ehhez a mixemt nevű szoftvert [206] használtuk, mely egy EM (expectation maximiza-
tion∼ várható értéket maximalizáló) algoritmus segítségével becsli meg a kevert DNS-ben
a különböző haplotípusok arányát. Ehhez a Phylotree.org honlapon található adatbázist
[207] veszi alapul, amelyben több mint 5000 humán mtDNS haplotípust definiáló mutáció
szerepel. A program a referencia mitokondrium szekvenciára felillesztett short readeket
94
Pipek Orsolya Anna Doktori értekezés
(BAM fájlok) tekinti bemenetnek, majd minden read és mtDNS haplotípus párhoz hoz-
zárendel egy értéket, mely azt jellemzi, hogy a readben megfigyelhető mutációk mennyire
konzisztensek az adott haplotípus variánsaival. A j. readre és a g haplotípusra vonatkozóan
ez a mennyiség az alábbi módon áll elő
δ̃ j,g = ∏
i,v∈V j
δi,v,g,
ahol v ∈ A,C,G,T a megfigyelt variáns az i. genomi pozícióban, Vj pedig a j. readben ta-
lálható variánsok (i,v) halmaza. A gyakorlatban δi,v,g = 1−ε , ha v éppen az a bázis, ami a
g haplotípusban megtalálható az i. genomi pozícióban, egyébként pedig ε/3, ahol ε annak
a valószínűsége, hogy a variáns hibásan lett detektálva (például szekvenálási hibák követ-
keztében). Mivel előfordulhat, hogy egy readen belül több mutáció is megjelenik, amik
a haplotípusról ellentmondó információkat hordoznak, az ε értékét pozíció-specifikusan
választják meg εi = min{0,5; mi100}-nak, ahol mi azt mondja meg, hogy az i. pozíció a
Phylotree adatbázisa szerint hányszor mutálódott. Így egy olyan pozíció, ami gyakran
mutálódik, kisebb súllyal szerepel a modellben. A readek N halmazának, illetve a haplo-
típusok G halmazának ismeretében a különböző haplotípusok {θg} járulékait a következő
algoritmussal határozzák meg. A kezdeti {θg} értékeket véletlenszerűen, egy Dirichlet-
eloszlásból húzva adják meg. Az E lépésben kiszámolják azt a feltételes valószínűséget,




∑g′∈G θg′ δ̃ j,g′
Az algoritmus M lépésében újraszámolják a {θg}-k értékeit a már ismert z j,g-k alapján:
θg =
∑ j∈N z j,g
∑g′∈G ∑ j∈N z j,g′
A fenti folyamatot addig ismételik, míg a {θg} értékekre kapott korrekció egy bizonyos ha-
tárérték alá nem kerül, vagyis az értékek konvergálnak. Ezek után két heurisztikus szűrési
feltételt alkalmaznak annak érdekében, hogy csökkentsék a keveréket potenciálisan alkotó
haplotípusok számát. Elsőként minden readhez meghatározzák azt a haplotípust, amihez
a legnagyobb feltételes valószínűség tartozik az adott {θg}-k mellett. Azokat a haplotí-
pusokat, melyek kevesebb, mint n (alapértelmezésben n = 10) read esetében jelentek meg
domináns haplotípusként, a következő lépésekben elhagyják. Másodszorra minden hap-
lotípus esetén megvizsgálják, hogy az őt definiáló összes egyedi variáns hányad részéről
van tényleges információnk az adatok alapján. Azokat a haplotípusokat, melyeknél a meg-
figyelhető egyedi variánsok aránya nem ér el egy küszöbértéket (alapértelmezésben 0,5),
szintén elhagyják. Ennek a szűrési feltételnek az alkalmazását alacsony lefedettség esetén
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nem javasolják, így a szennyvízminták elemzése során ezt kikapcsoltuk a -V opció hasz-
nálatával. Ezek után megismételik a teljes EM-algoritmust az így leszűkített G′ haplotípus
halmazzal. Végül a readeket a fennmaradó haplotípusokhoz az alapján rendelik hozzá,
hogy melyikhez tartozott a legmagasabb feltételes valószínűség. Ha azonban egy read ese-
tében a két legdominánsabb haplotípushoz tartozó feltételes valószínűségek aránya nem
ér el egy előre definiált küszöbértéket (alapértelmezésben 2), a readet kategorizálatlannak
tekintik. A végső haplotípus járulékokat a kategorizált readek arányai adják meg.
A kapott eredményeket a 24. ábrán kördiagramokon ábrázoltuk. Az irodalmi adatokkal
való egyszerűbb összehasonlítás érdekében a haplotípusok járulékait haplocsoportonként
összeadtuk, ezeket az ábrán külön színnel jelöltük. A lenti panelen a haplocsoportokat a
még bővebb, földrajzi eredet szerinti kategóriákba vontuk össze, melyeket a haplocsopor-
tokat jelző betűk alatt aláhúzással jelöltünk. Hogy segítsük a vizuális összehasonlítást a
korábbi kutatások eredményeivel, a színeket azonosnak választottuk a [188] által a cikk
2. ábráján használt színekkel. Láthatóan a két ábra nagyon hasonló képet fest a loká-
lis mtDNS haplocsoport eloszlásokra vonatkozóan, ami arra enged következtetni, hogy a
szennyvízminták vizsgálatával hiteles eredmények kaphatók.
Összevetés az irodalmi adatokkal
A mitokondriális haplocsoportok eloszlására vonatkozó korábbi kutatásokkal való rész-
letesebb összevetéshez úgy igyekeztünk az adatokat gyűjteni, hogy mindig város-, de leg-
alább régió-specifikus eredményekkel dolgozzunk. Amennyiben ez nem volt megvalósít-
ható, az adott országra vonatkozó eloszlásokat ábrázoltuk az C3, C4, C5, C6. ábrákon. A
függőleges szaggatott vonal bal oldalán a szennyvízmintákból származó, míg a jobb olda-
lon az irodalmi adatok találhatók. A szennyvízmintákat jellemző kördiagramok közepén a
mixemt szoftver által sikeresen bekategorizált readek darabszáma, az irodalmi kördiagra-
mok esetén pedig az adatok konkrét forrásának hivatkozása látható.
Az Egyesült Államokban a specifikus adatok hiánya miatt a városok etnikai összetéte-
lére vonatkozó cenzus adatokból indultunk ki. Ezeket [208] eredményei alapján átkonver-
táltuk a többféle haplocsoportot magukba foglaló földrajzi eredet kategóriákba, melyeket
a 24. ábrán az aláhúzások színei jelölnek. Mivel [208] nem tartalmazott arra vonatkozó
információt, hogy az Amerikában élő ázsiai populáció milyen mitokondriális összetételű,
ezért azzal a feltételezéssel éltünk, hogy minden önmagát ázsiai etnikumúnak valló ember
az ázsiai földrajzi eredet csoportba sorolható az mtDNS haplocsoportja alapján is. Nyilván-
valóan ez a viszonylag megalapozatlan feltételezés némileg torzíthatja az eredményeket, de
figyelembe véve, hogy az ázsiai populáció az amerikai városokban csak kis arányban van
jelen, ezt a hatást elhanyagolhatónak tekintjük. A közvetlen összehasonlíthatóság kedvéért
a szennyízminták haplocsoport összetételét is átkonvertáltuk a négy nagy földrajzi eredet
kategóriára, ezek a C6. ábrán a szaggatott vonalról balra található kördiagramok belső
sávján jelennek meg.
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b.
24. ábra. Mitokondriális DNS haplocsoportok eloszlása az elemzett szennyvízmin-
tákban. a. Mitokondriális DNS haplocsoport eloszlás a különböző földrajzi területekről
származó mintákban. A haplocsoportok mellett feltüntetett körök színei megegyeznek a
kördiagramok színeivel. Az aláhúzások színei a bővebb földrajzi eredet kategóriákat jelzik.
b. Mitokondriális DNS haplocsoport eloszlás a mintákban földrajzi eredet kategóriánként
csoportosítva.
Általánosságban véve a szennyvízmintákból nyert haplocsoport összetétel meglepően
jó egyezést mutat a specifikus populációkra koncentráló, időigényes és gondos mintagyűj-
tést igénylő kutatások eredményeivel. Értelemszerűen akadnak különbségek is, de ez a
mintagyűjtés merőben más természete miatt elkerülhetetlen. A legtöbb korábbi kutatás
a vizsgált populáció evolúciós történelmére koncentrál, ezért már a minták beszerzésénél
is szigorú szűrési feltételeket állít. Ezzel szemben a szennyvízben minden típusú humán
mtDNS keveredhet. Mint minden statisztikai jellegű elemzésnél, az irodalmi eloszlások
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meghatározásához használt viszonylag kevés minta, illetve a szennyvízmintákban található
alacsony mtDNS koncentráció is hozzájárulhat a megfigyelt különbségekhez. Egy további
bizonytalanságot adó faktor a keverék DNS dekompozíciójához használt mixemt szoftver
hatékonyságának a romlása sok mtDNS haplocsoport keveredése esetén [206]. Az eredeti
cikk alapján még három haplotípus esetén is az esetek többségében helyesen azonosítha-
tó a csupán nyomokban (5%-os arányban) megjelenő haplotípus is, és csak ritkán fordul
elő, hogy azt hibásan egy hasonló haplotípusként azonosítja a program. Mivel az elemzés
során a haplocsoportokra koncentráltunk, a haplotípusok ilyen esetleges felcserélése nem
feltétlenül torzítja az eredményeket. Fontos azt is megjegyezni, hogy az Egyesült Államok
városai esetén alkalmazott földrajzi eredet kategóriák létjogosultságát számos publikáció
[209–213] kétségbe vonja, bár használatuk mind a tudományos irodalomban [214], mind
a kereskedelmi eredet tesztelésben [215] széles körben elterjedt. A módszert érő kritikák
ellenére az alapvető tendenciák konzisztensen megjelennek a szennyvízmintákban csak
nyomokban megtalálható mtDNS elemzése során is.
Reprodukálhatóság
Annak érdekében, hogy képet kapjunk az eredmények reprodukálhatóságát illetően,
az egy városból (El Paso, USA), de különböző szennyvíztisztító telepekről származó 4
mintából kapott eloszlásokat egymás mellett ábrázoltuk az C6. ábrán, az C5. ábrán pe-
dig a két zambiai város, Kitwe és Lusaka eredményeit tüntettük fel. Az ábrák egyszerű
manuális összehasonlításával látható, hogy az azonos környékről származó mintákban a
haplocsoportok eloszlása rendkívül hasonló. Figyelembe véve, hogy a humán mitokond-
riális haplotípusok fáján [207] a H és V haplocsoportok feltűnően közel helyezkednek el
egymáshoz, az El Pasonál feltüntetett kördiagramok még hasonlóbbá válnak.
Ez arra utal, hogy a mitokondriális haplocsoportok eloszlásának rekonstrukciója a
szennyvízmintákból nem csak olyan eredményekre vezet, melyek az irodalmi adatokkal
megegyeznek, hanem amelyek robusztusak és reprodukálhatóak is.
AZ EREDMÉNYEK JELENTŐSÉGE
A populációgenetikával foglalkozó kutatások jelentős része az eredetileg ott élő popu-
lációk feltérképezésére vagy ősi evolúciós és migrációs mintázatok felderítésére irányul,
eközben pedig a lehető legjobban igyekszik a helyi kisebbségek, ideiglenesen ott élő kül-
földi munkások, bevándorlók és turisták okozta genetikai zaj kiküszöbölésére. Mindazon-
által nagy haszna lenne a lokális populációt valóban jellemző adatoknak is a demográfiai
tendenciák, egészségügyi és az ehhez kapcsolódó szociális és gazdasági irányvonalak nyo-
mon követéséhez.
Sok publikáció igazolta, hogy a különböző mitokondriális haplocsoportokban külön-
böző gyakorisággal fordulnak elő bizonyos betegségek és egészségügyi kórképek, többek
között a koszorúér-betegség, a diabéteszes retinopátia, a korai Alzheimer-kór, a frontotem-
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porális demencia, az AIDS progresszió, illetve az emlő-, prosztata- és vesedaganat [216–
220]. A haplocsoportok és a betegségek között megfigyelt korrelációkat már a klinikai
gyakorlatban is biomarkerként vagy a páciensek kategorizálását segítő faktorként használ-
ják [221]. Ezek a tények azt sejtetik, hogy az mtDNS haplocsoportok széleskörű vizsgálata
a különböző földrajzi területeken elősegíthetné a hatékonyabb, a helyi viszonyokhoz opti-
malizált prevenciós stratégiák kidolgozását.
Mivel a vizsgált minták preparálása a metagenomikai elemzésekhez optimalizáltan tör-
tént, felmerül annak a lehetősége, hogy ha specifikusan az emberi DNS kinyerését tűznénk
ki célul, még gazdagabb adathalmazra tehetnénk szert. Számos genetikai betegség egy-
értelmű összefüggésben áll bizonyos pontmutációk, illetve inzerciók és deléciók meglété-
vel, melyek nem azonos valószínűséggel jelennek meg a különböző populációkban [222–
224]. Amennyiben lehetőség nyílna az ilyen variánsok gyakoriságának elemzésére a lo-
kális közösségekben, egy hatalmas lépéssel közelebb kerülnénk az egyénekre optimalizált
egészségügyi eljárások megvalósításához.
Mindezen előnyök ellenére is sok aggály övezi a genetikai vagy akár etnikai monito-
rozás bevezetését. Amellett, hogy sokan már magát az adatgyűjtést is diszkriminatívnak
tartják, az ilyen érzékeny adatok tárolásához és kezeléséhez szükséges infrastruktúra még
az esetek többségében nem áll rendelkezésre. A szennyvízminták elemzése ilyen szem-
pontból egy nagyon ígéretes alternatíva: a mintagyűjtés nem jár invazív beavatkozással,
nem igényli a résztvevők explicit beleegyezését, nem önbevallásos alapon történik, nem
követeli meg a közösség aktív részvételét, és természeténél fogva egy erősen kevert min-
tát eredményez. Emellett, mivel a szennyvízgyűjtés nem igényel hosszas előkészületeket,
illetve nagyösszegű beruházást, lehetőség nyílna a populációk időbeli, dinamikus nyomon
követésére is.
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ÖSSZEGZÉS
A fentiekben áttekintettük a személyre szabott gyógyászat eszméje által támasztott ki-
hívásokat mind az adatok megszerzése, mind pedig azok feldolgozása szempontjából.
Tüdő adenokarcinómában szenvedő betegek metasztázisainak vizsgálata során kimu-
tattam, hogy a centrális primer tüdőtumorok a periférikusaknál agresszívebbek és hajla-
mosabbak a korai áttétképzésre. Emellett megmutattam, hogy bizonyos szervpárok esetén
a mindkettőben megjelenő metasztázisok gyakorisága eltérő attól, mint ami a független-
ség feltételezéséből adódna. Továbbá megállapítottam, hogy a különböző szerveket érintő
áttétek sorrendisége sem véletlenszerű.
A csontáttéttel rendelkező primer tüdődaganatos betegek csoportján felállított túlélési
modell segítségével megállapítottam, hogy a késői stádiumú primer tumorok esetén, a ma-
gas vérnyomástól szenvedő pácienseknél, illetve a csontáttét megjelenését követően a kez-
detben normális tartományba eső vesefunkciókat jellemző paraméterek kóros tartományba
lépése várhatóan rövidebb idő elteltével következik be.
Az immunterápiás biomarkerek elemzése során kimutattam, hogy a daganat környé-
ki immunsejtek jelenlétének prognosztikus hatása van primer tüdődaganatos betegeknél.
Megállapítottam továbbá, hogy a PD-L1 fehérjét kifejező tumorsejtek aránya neoadjuváns,
platina-bázisú kemoterápia hatására csak elvétve nő és leggyakrabban nem változik. A le-
pidikus tumornövekedési mintázat és az immunsejtek PD-1 és PD-L1, illetve a tumorsejtek
PD-L1 expressziós szintjei között demonstráltam a negatív korrelációt. A tüdőtumor és an-
nak agyi metasztázisa között a tumorsejtek PD-L1 expressziójára vonatkozóan erős pozitív
korrelációt találtam.
Bemutattam egy új, NGS adatok elemzésére alkalmas, a legnépszerűbb módszerek-
nél nagyságrendekkel gyorsabb és sok esetben precízebb mutáció-detektáló algoritmust,
mellyel a pontmutációk, inzerciók és deléciók azonosítása mellett lehetőség nyílik a min-
ták kariotípusának vizsgálatára, optimalizációs lépések elvégzésére, illetve számos utóla-
gos elemzési és ábrázolási opció közül választhatunk.
Többféle sejtvonalon végzett kísérlet során szemléltettem a módszer hatékonyságát és
segítségével kimutattuk a BRCA1 és BRCA2 gének mutációs spektrumra gyakorolt hatá-
sát, különböző citotoxikus kezelések és a PARP-inhibitor terápia mutagén következménye-
it, és demonstráltuk, hogy a genomi elváltozások alapján miként lehet a tumor és metasztá-
zisainak evolúciójára következtetni.
Végül a személyre szabott gyógyászat irányába tett köztes lépésként bemutattam, hogy
környezeti minták vizsgálata során miként lehet populáció-szintű genetikai következteté-
seket levonni. Az különböző városokból származó szennyvízmintákból reprodukálhatóan,
és a korábbi adatokkal összevethetően megállapítottam a humán mitokondriális haplocso-
portok lokális eloszlását.
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SUMMARY
In our work, we have explored the challenges of data acquisition and processing set by
the idealistic, but nonetheless promising concept of personalised medicine.
By examining the metastases of patients suffering from lung adenocarcinoma, I have
shown that primary tumours with a central localisation are more aggressive than peripheral
ones and more likely to promote early metastases. Moreover, within a single patient, the
frequency of metastases in specific organ pairs tend to differ from what would be expected
by assuming independence. The order in which metastases of various organs appear was
also not random.
For patients with primary lung cancer and bone metastases, I have defined an approxi-
mate survival model and shown that initially normal renal function parameters are likely to
deteriorate into the pathological range sooner in cases of primary tumours in later stages,
hypertension and after the appearance of the bone metastasis.
While investigating immunotherapeutic biomarkers, I have established the prognostic
role of the presence of peritumoral immune cells. I have also shown that the ratio of PD-L1
expressing tumour cells only rarely increases and mostly stays stable during neoadjuvant,
platinum-based chemotherapy. I have demonstrated the negative correlation between le-
pidic growth pattern and the PD-1 and PD-L1 expression of immune cells, moreover the
PD-L1 expression of tumour cells. I have discovered a strong positive correlation in the
PD-L1 expression levels of tumour cells between the primary lung tumour and its brain
metastasis.
I have designed a new mutation detection algorithm to analyse NGS data, which is
substantially faster and in many cases more precise than state of art tools. Besides recover-
ing SNVs and indels, the software can estimate the karyotypes of the samples, uses auto-
matic optimization steps to finetune the results and offers a wide range of post-processing
and visualization options.
I have demonstrated the easy usability of the tool on the results of multiple cell line
experiments and showed the effect of BRCA1 and BRCA2 gene loss on mutation spectra,
determined the mutagenic consequences of many cytotoxic and PARP inhibitor therapies
and illustrated how genomic aberrations can be used to uncover the evolution of a tumour
and its metastases.
Finally, as an intermediate step towards personalised medicine, I have shown how to
use environmental samples to draw population-level genetic conclusions. From wastewater
samples collected from different cities, I was able to determine the local mitochondrial
haplogroup composition with good reproducibility and reasonable agreement with previous
literary data.
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A1. ábra. A különböző szervek metasztázisainak időbeli eloszlása. A csillagok azokat a
szerveket jelölik, melyeknél a korai és késői metasztázisok gyakorisága között szignifikáns
eltérés mutatkozott χ-négyzet teszttel, Bonferroni-korrekció alkalmazásával (α = 0,05).
Társbetegségek Esetek száma Kreatinin KTA (%) BUN KTA (%)
nincs 180 7,78 15,56
csak magas vérnyomás 144 11,81 11,81
csak cukorbetegség 12 8,33 25,00
csak COPD 84 2,38 7,14
magas vérnyomás + cukorbetegség 41 12,20 17,07
magas vérnyomás + COPD 72 8,33 14,29
cukorbetegség + COPD 7 14,29 14,29
mindhárom 25 12,00 16,00
A1. táblázat. A kreatinin és BUN szintjük alapján kóros tartományba eső páciensek
aránya (KTA) a különböző társbetegség csoportokban a primer tumor diagnózisakor.
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Paraméter Lehetséges értékek
biszfoszfonát kezelés igen/nem








csont metasztázis előtt/után előtte/utána
A2. táblázat. A Cox-modell illesztése során felmerülő paraméterek és lehetséges érté-
keik.
Paraméter értéke p-érték relatív kockázat 95%-os konfidencia intervallum
kreatinin
késői stádium 0,030 1,651 1,050-2,597
magas vérnyomás 0,020 1,639 1,081-2,485
biszfoszfonát kezelés 0,045 0,533 0,288-0,987
dohányzás 0,861 0,955 0,572-1,595
csont metasztázis után <0,001 3,022 1,591-5,740
BUN
késői stádium 0,042 1,532 1,015-2,313
magas vérnyomás 0,033 1,372 1,025-1,836
biszfoszfonát kezelés 0,015 0,538 0,327-0,885
primer tumor műtéti eltávolítása <0,001 0,392 0,270-0,569
csont metasztázis után <0,001 2,655 1,582-4,457
kemoterápia 0,022 0,687 0,498-0,947
A3. táblázat. A vesefunkciók elromlási idejére illesztett Cox-modellek paraméterei-
hez tartozó relatív kockázatok értékei.
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MELLÉKLET - MUTÁCIÓK GYORS ÉS MEGBÍZHATÓ
DETEKTÁLÁSA
Mutáns minták WT minták
minta azonosító kezelés kezelés minta azonosító
S16 kezdőklón kezdőklón S01
S17 erős mutagén kezelés erős mutagén kezelés S02
S18 gyenge mutagén kezelés gyenge mutagén kezelés S03
S19 gyenge mutagén kezelés gyenge mutagén kezelés S04
S20 gyenge mutagén kezelés gyenge mutagén kezelés S05
S21 gyenge mutagén kezelés gyenge mutagén kezelés S06
S22 gyenge mutagén kezelés gyenge mutagén kezelés S07
S23 erős mutagén kezelés erős mutagén kezelés S08
S24 erős mutagén kezelés erős mutagén kezelés S09
S25 erős mutagén kezelés erős mutagén kezelés S10
S26 erős mutagén kezelés erős mutagén kezelés S11
S27 duplikált kontroll minta duplikált kontroll minta S12
S28 erős mutagén kezelés erős mutagén kezelés S13
S29 erős mutagén kezelés gyenge mutagén kezelés S14
S30 duplikált kontroll minta duplikált kontroll minta S15



























10-nél nem kisebb lefedettségű pozíciók
minden mintában tiszta pozíciók
B1. ábra. A bázisminőség szűrési küszöbértékének beállítása. A megfelelő mértékben
lefedett (≥ 10) pozíciók (narancssárga) és a minden mintában tiszta (kizárólag referencia)
pozíciók (kék) rátájának változása a bázisminőségre beállított szűrési érték változtatásával.
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B2. ábra. Indel teszthalmazok a kétféle genotípusra.
sample_mut_freq_min other_rnf_min sample_cov_min FPR (10−9) TPR (%)
0,5 0,93 7 14,30 46,82
0,34 0,96 7 21,56 64,35
0,35 0,93 7 27,06 68,77
0,34 0,92 7 31,68 70,63
0,31 0,93 7 29,04 75,90
0,31 0,92 7 33,00 76,87
0,30 0,92 7 35,86 78,03
0,30 0,90 7 42,46 79,17
B2. táblázat. Indelek detektálásának hatékonysága különböző paraméter-


































fals pozitív találatok száma / Mbp
a. 30 minta b. 15 WT minta c. 15 mutáns minta
MuTect
IsoMut
B3. ábra. Kvázi-ROC görbék az IsoMut és MuTect teljesítményének összevetéséhez.
A vízszintes tengelyen a kontroll mintákban talált fals pozitív találatok 1 Mbp-re jutó szá-
ma, a függőlegesen pedig a kezelt mintákban azonosított SNV-k 1 Mbp genomra jutó szá-
ma szerepel. a. A teljes adatszett 30 mintájára futtatva. b. A 15 WT mintán futtatva. c. A
15 mutáns mintán futtatva.
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B4. ábra. A MuTect által detektált egyedi SNV-k száma a vizsgált mintákban. a. Alap-
értelmezett beállításokkal. b. Az LOD paraméter finomhangolásával. Az LOD paraméter
határértékét úgy állítottuk be, hogy a kontrollmintákban azonosított mutációk darabszámát
a lehető legalacsonyabban, míg a többi mintában detektáltakét a legmagasabban tartsuk.
Az ábrázolt mutációkra LOD ≥ 20.
wi σimesterséges genom
w1 w2 w3 w4 w5 w6 w7 σ1 σ2 σ3 σ4 σ5 σ6 σ7
DT40 0,15 0,66 0,15 0,01 0,01 0,01 0,01 3 2 3 5 8 8 8
SUM149PT 0,15 0,25 0,30 0,12 0,09 0,06 0,03 2,5 2 2 4 7 8 8
normál humán 0,06 0,90 0,01 0,01 0,01 0,005 0,005 2,5 2 4 4 7 8 8
haploid 0,92 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 2 3 4 4 7 8 8
diploid 0,02 0,92 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 2 3 4 4 7 8 8
triploid 0,02 0,02 0,92 0,01 0,01 0,01 0,01 3 3 2 4 7 8 8
egyenlő súlyú 1/7 1/7 1/7 1/7 1/7 1/7 1/7 2 2 2 2 2 2 2
zajos diploid 0,40 0,50 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 6 4 4 4 7 8 8
B3. táblázat. Mesterséges genomok lefedettség-eloszlásainak paraméterei. A mester-
séges DT40 és a SUM149PT genomok a megfelelő sejtvonalak tapasztalati lefedettség-
eloszlása alapján készültek. Előbbi egy többségében diploid, de haploid és triploid régi-
ókat is tartalmazó genom, míg utóbbi erősen aneuploid. A lefedettség-eloszlások a fenti
paraméterekkel 7 Gauss-eloszlás különböző wi súlyokkal vett keverékeként álltak elő. A
Gauss-eloszlások középértékeinek a választott haploid lefedettség egész számú többszörö-
seit tekintettük.
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B6. ábra. A DNV-spektrum hőtérképen az IsoMut2py ábrázolásában. A színskála az
érintett genomi pozíciópárok arányát jelzi. A vízszintes tengely mentén a DNS 3’ végéhez
közelebbi, a függőlegesen az 5’ véghez közelebbi eredeti és mutált bázis szerinti kategóriák
láthatók.
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MELLÉKLET - POPULÁCIÓ-SZINTŰ GENETIKAI VIZSGÁLATOK
KÖRNYEZETI MINTÁKBÓL




















MDA.65 Chis, inău, Moldova
MKD.62 Szkopje, Észak-Macedónia












USA.74c El Paso, USA
USA.74d Portland, USA
USA.74e El Paso, USA
USA.74f El Paso, USA




ZAF.39 Pretoria, Dél-afrikai Köztársaság
ZMB.49b Kitwe, Zambia
ZMB.49 Lusaka, Zambia
C1. táblázat. Minta azonosítók és szennyvízgyűjtőhelyek a 44 mintára, melyekben a
humán mitokondrium lefedettsége elérte a 10-et.
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humán és patkány mitokondriumra
is felillő readek
csak a humán mitokondriumra
illő readek
csak a patkány mitokondriumra
illő readek
a. b.
0 20 40 60 80 100 120 140 1600200040006000800010000
humán mitokondrium átlagos lefedettségefelillesztett short readek száma
C1. ábra. A referenciagenomra történt illesztés eredménye a szennyvízmintákban.
a. A humán és a vándorpatkány mitokondriumra illett short readek darabszáma azokban
a mintákban, ahol az emberi mtDNS átlagos lefedettsége elérte a 10-et. b. A humán
mtDNS átlagos lefedettsége. A függőleges tengelyen a minták azonosítói szerepelnek (C1.
táblázat).
3genomi pozíció (10 )















C2. ábra. A humán mtDNS lefedettsége a vizsgált mintákban. Az emberi mitokond-
rium lefedettsége azokban a mintákban, ahol az átlagos lefedettsége elérte a 10-et. A szí-
nes vonalak egy-egy mintára vonatkozó értékeket ábrázolnak. A mintákban megfigyelhető
hozzávetőlegesen egyenletes eloszlás arra utal, hogy a hibásan felillesztett, nem humán
readek száma elenyésző.
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Uppsala, Svédország Svédo. Uppsala, Svédo.
Koppenhága, Dánia Dánia
Galway, Írország Írország Írország Írország
Berlin, Németország Németo. Németo.Németo.ÉK-Németo.
Bécs, Ausztria Ausztria Ausztria
Pozsony, Szlovákia SzlovákiaSzlovákia Szlovákia
Chișinău, Moldova Moldova
Ljubljana, Szlovénia SzlovéniaSzlovénia Szlovénia
Zágráb, Horvátország Horváto.Horváto.
Belgrád, Szerbia SzerbiaSzerbia
C3. ábra. Az eurázsiai városok humán mtDNS haplocsoport összetétele. A szagga-
tott függőleges vonal bal oldalán lévő eredmények a szennyvízminták elemzéséből, a jobb
oldalon lévők irodalmi adatokból származnak. A színkódok megegyeznek a 24. ábrán lát-
hatóakkal. A kördiagramok közepén lévő számok a szaggatott vonal bal oldalán a sikere-
sen bekategorizált readek darabszámát, a jobb oldalán pedig az adatok forrására vonatkozó
hivatkozás sorszámát jelölik [C1–C6]. (ÉK: Északkelet)
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Kuala Lumpur, Mal. Malajzia
Ausztrália Victoria, Auszt.
C4. ábra. Az eurázsiai városok és Melbourne humán mtDNS haplocsoport összetéte-
le. A szaggatott függőleges vonal bal oldalán lévő eredmények a szennyvízminták elem-
zéséből, a jobb oldalon lévők irodalmi adatokból származnak. A színkódok megegyeznek
a 24. ábrán láthatóakkal. A kördiagramok közepén lévő számok a szaggatott vonal bal
oldalán a sikeresen bekategorizált readek darabszámát, a jobb oldalán pedig az adatok for-
rására vonatkozó hivatkozás sorszámát jelölik [C1, C3, C7–C18]. (Mal.: Malajzia; Auszt.:
Ausztrália)
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C5. ábra. Az afrikai városok humán mtDNS haplocsoport összetétele. A szaggatott
függőleges vonal bal oldalán lévő eredmények a szennyvízminták elemzéséből, a jobb ol-
dalon lévők irodalmi adatokból származnak. A színkódok megegyeznek a 24. ábrán látha-
tóakkal. A kördiagramok közepén lévő számok a szaggatott vonal bal oldalán a sikeresen
bekategorizált readek darabszámát, a jobb oldalán pedig az adatok forrására vonatkozó
hivatkozás sorszámát jelölik [C19, C20]. (Közt.: Köztársaság)
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C6. ábra. Az észak- és dél-amerikai városok humán mtDNS haplocsoport összetétele.
A szaggatott függőleges vonal bal oldalán lévő eredmények a szennyvízminták elemzésé-
ből, a jobb oldalon lévők irodalmi adatokból származnak. A színkódok megegyeznek a 24.
ábrán láthatóakkal. A kördiagramok közepén lévő számok a szaggatott vonal bal oldalán
a sikeresen bekategorizált readek darabszámát, a jobb oldalán pedig az adatok forrására
vonatkozó hivatkozás sorszámát jelölik. Az Egyesült Államok városai esetén az irodalmi
adatokat az etnikumra vonatkozó cenzus adatokból származtattuk, ezek a bal oldali kördi-
agramok belső paneljeivel közvetlenül összevethetők [C21–C23]. (DK: Délkelet)
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